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En examinant les réactions de la rétine elle-méme ou de son 
extrait sous l’action de la lumiére nous avons constaté les faits 
suivants: 1° Soumise a une illumination, la rétine produit du 
phosphate; 2° L’extrait de rétine accélére la photoréduction de 
l’hémoglobine, de l’argent, des sels de cuivre, ete. 

L’origine de ces phénomenes est, ole’s lois, la question qui se 
pose. Il y a naturellement de nombreuses facons de la résoudre; 
mais si l’on tient compte de l’action physiologique de la lumiere, 
considérée, jusqu’a présent, comme action accélératrice de la réduc- 
tion lumineuse, on peut penser que les phénoménes provenant des 
radiations ne sont autres qu’une oxydation ou une réduction. 
C’est pourquoi, sous la direction de M. Kodama, Professeur de 
bio-chimie 4 1’Aichi-Université de Nagoya, nous avons tenté de 
mesurer le potentiel d’oxydo-réduction de la rétine et de son extrait 
et d’observer aussi si la réaction s’effectuant sur la rétine sous 
V’action de la lumiére est en effet une oxydation ou une réduction. 


I. Sur LE POTENTIEL D’OXYDO-REDUCTION. 


Dans le cas oti il existe un systéme réversible d’oxydo-réduc- 
tion, son potentiel chimique est généralement déterminé par la 
substance oxydée ou réduite qui se trouve dans ce milieu. Cette 
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relation est nettement montrée par la formule de Peters: 
E=Eo— ue In( Beds) 
nF Ox 

dans laquelle E représente le potentiel chimique, Ho la constante 
de ce potentiel, R est la constante du gaz et a la valeur de 83157720 
ergs= 8.313 joules (ou volte coulomb), 7 est la température absolue, 
n signifie le nombre des électrons au moment de sa réaction chimi- 
que, enfin F est le farad, unité de l’électricité statique: 96540 
ecoulombs. 

Toutes ces marques R, T, n, F et Ey sont les constantes dans une 
formule chimique. Par conséquent, ce qui détermine la valeur de 
E, ¢’est la proportion de la réduction avee |’oxydation. 

Comme on le voit nettement dans la formule ci-dessus men- 
tionnée, la valeur de # augmente avec |’élévation de l’oxydation 
et diminue avec l’intensité de la réduction; cela veut dire qu’une 
réduction s’effectue quand le potentiel chimique diminue et qu’une 
oxydation se manifeste quand il augmente. 

I] faut d’abord remarquer ces deux mots; Oxydation et Réduc- 
tion. D’aprés ee que nous entendons habituellement par la, 
Voxydation est une action combinant l’oxygéne avee un corps 
composé ou privant celui-ci de son hydrogéne, tandis que la réduc- 
tion est celle qui enléve l’oxygéne a un corps composé ou qui ajoute 
de Vhydrogéne a ce dernier. Or, ¢’est la un cas d’oxydation ou 
de réduction exprimé dans le sens étroit des termes, et il différe 
un peu du eas pris dans le sens général; dans ce dernier cas, on 
considére, comme oxydation, le phénoméne ot les électrons se 
libérent d’un corps composé et, comme réduction, celui ot ils s’y 
adjoignent. 

Par exemple, c’est une oxydation qui se réalise, quand 
dépourvu d’un des étlectrons Fe se transforme en Fe’; par 
contre, ¢’est une réduction qui se manifeste, lorsque Fe” se trans- 
forme Fe’. De méme, c’est une réduction qui se présente, quand 
Vion H" se transforme en gaz Hye, et e’est une oxydation dans le 
cas inverse. 

Le potentiel d’oxydo-réduction faisant l’objet de notre deserip- 
tion se base naturellement sur l’oxydo-réduction du sens général 
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et non du sens é¢troit. Oxydation signifie done libération des élec- 
trons, et réduction leur adjonction. 


II. SvuBsTANcEs ET PROCEDE D’EPREUVE. 
A. Substances utilisées. 

Comme matiéres d’expérience, nous avons employé: (1°) la 
rétine fraiche de grenouille mise en suspension dans l’eau salée 
physiologique; (2°) la rétine fraiche de grenouille mise en suspen- 
sion dans le liquide de Ringer (destiné a l’épreuve des animaux 
a sang froid); (3°) l’extrait de rétine de grenouille. Cet extrait 
est préparé avee une solution d’acide cholalique de soude a 4p. 
100 suivant le procédé de Sugita. 


B. Procédé d’éprewve. 
La matiére a été éclairée par une lampe au tungstéene 4 50 W. 
a une distance de 16 cm. et filtrée par l’eau. Le tube a essai a été 
mis dans une chambre noire tenue a la température constante. 
Nous avons eu recours au potentiométre pour la détermination du 
potentiel d’oxydo-réduction. 


III. R&suLTats D’EXPERIENCE. 
Les résultats obtenus par le procédé précédent sont résumés 


comme suit :— 


I. Potentiel:au début de la détermination. 


Le potentiel de la rétine ou de son extrait semble varier selon 
les circonstances suivantes: (1°) la situation de la rétine dans 
Vobseurité. Quand elle est mise dans l’obscurité, son potentiel est 
faible dans le cas contraire il est fort. Lo potentiel varie non 
seulement d’aprés la situation de l’organisme dans l’obseurité, mais 
encore d’aprés la durée de séjour dans l’obscurité de la solution 
avec la suspension ou |’extrait de rétine; (2°) la concentration des 
ions-hydrogéne dans la solution. Il est tout naturel qu’elle joue un 
réle important, au point de vue de potentiel d’oxydo réduction ; 
(3°) la concentration de la solution elle-méme. Lorsque cette solu- 
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tion est mise dans l’obscurité, son potentiel est d’autant plus faible 
qu’elle est plus concentrée. 

Cependant, ce que nous voulons examiner surtout, ¢’est le 
changement de son potentiel manifesté au moment ou la solution 
est exposée a la lumiére et non son potentiel primitif. Pour cette 
raison, nous n’avons donne a la valeur de ce potentiel aucune 
attention étant donné surtout que ce potentiel initial n’influe pas 
beaucoup sur le potentiel de la solution soumise a la lumiére, qui 
faisait l’objet de notre étude. Mais, il nous semble que la valeur 
approximative du potentiel primitif oscille autour de 0.1 volt dans 
une solution d’extrait contenant généralement cing rétines de 
erenoulle par 1 eme. de solution. 


II. Changement de potentiel au moment de l’éclawrage. 


Le changement de potentiel qui se produit au moment de 
V’éclairage de Ja solution de rétines mises en suspension ou de leurs 
extraits ainsi préparés, se trouve d’accord dans tous les cas: le 
potentiel monte subitement, se stabilise généralement au bout de 
3 a5 minutes et se maintient presque a une valeur fixe. Lorsqu’on 
soumet la matiére a l’obscurité en la privant de lumieére, le potentiel 
descend d’abord rapidement, ensuite lentement et s’approche enfin 
du potentiel primitif, mais sans l’atteindre. Quand elle est soumise 
a une nouvelle illumination, le potentiel remonte mais redescend 
dans l’obscurité. 

Pour simplifier la comparaison du degré d’élévation avec le 
degré d’abaissement, dH indique le changement de potentiel calculé 
dans le cas ou une seule rétine est contenue dans 1 eme. de solution. 
Nous employons ce signe, H indiquant généralement le potentiel 
et d le changement. D’autre part, pour distinguer le temps d’ex- 
position a la lumiére et la durée du séjour a l’obscurité, nous nous 
servons des signes dH! et dH°. 

Par exemple, la solution ot quinze rétines sont mises en suspen- 
sion dans 5 cme. d’eau salée physiologique ou dans le liquide de 
Ringer a un potentiel variant entre 30 et 35 my. Par conséquent, 
quand il n’y a qu’une seule rétine dans leme. de solution, le 
changement de potentiel c-a-d. dE est environ de 10 A 12 mv. 
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D’autre part, la solution d’extrait de 200 rétines par 20 eme. de 
solution d’acide biliaire de soude et diluée avec le méme volume 
d’eau salée physiologique ou de liquide de Ringer présente un 
changement de potentiel atteignant 4 peu prés 50 my.; on peut en 
tirer la valeur de dH qui est d’environ 10my. Nous en avons déduit 
que, quand 1 cme. de solution contient une seule rétine, le potentiel 
monte d’environ 10 my. sous l’action de la lumiére. 

D’aprés ce résultat, dans le cas oti la rétine est soumise a 
la lumiére, son potentiel d’oxydo-réduction est destiné a l’oxyda- 
tion, tandis que dans le cas ou elle demeure a l’obscurité, il est 
destiné a la réduction ; on peut done dire que l’oxydation se produit 
dans la rétine sous l’action de la lumiére, tandis que la réduction 
s’y manifeste lorsqu’elle est soumise a l’obscurité. 


III. Diverses influences sur la changement de potentiel 
qu se produit au moment de l’éclarage. 


A. Concentration des wons-hydrogene. 


Il est théoriquement facile de comprendre que la concentration 
des ions-hydrogéne a une influence assez importante sur le potentiel 
d’oxydo-réduction. Jl semble que, dans une solution d’extrait a 
laquelle on ajoute un méme volume d’une des solutions tampons 
ayant différentes concentrations en ions-hydrogéne, le changement 
de potentiel est minimum quand le PH égale 7,7 et la valeur de 
dE augmente toujours suivant l’élévation ou l’abaissement de la 
valeur de PH. Dans certains cas d’essais, on note: 


4.0 5.0 7.0 Tea a |) SO 


Ue 4 930 || 11.2 


dB | 12.5 11.3 10.0 


En caleulant, d’aprés ces valeurs, le drH ¢.-a-d. le changement 
du rH, indice de réduction de Clark représenté par la formule 


suivante: 


rH = —Inp 1 mF ap, +nPH 
Ji IE 


on obtient: 
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dp rH pH? =. Bien PH 
RT RT 


_ nF (E'—E°) 
ed k 
EF 
1g IE 
done 
PH | 4.0 5.0 7.0 1.7 8.0 1.00 
drH | 4.9 4.4 3.9 2.9 3.6 4,4 


Comme le rH d’un tissu ordinaire est généralement de 17 a 20, 
le changement atteignant 3 4 5 n’est pas si insignifiant. 

En outre, nous avons remarqué dans l’expérience que le poten- 
tiel diminue plus tot lorsque le PH est grand que lorsqu’il est 
petit, ¢.-a-d. que, sous l’action répétée de la lumiére, le dH’ diminue 
plus tot dans le premier cas que dans le second. Cependant, nous 
n’affirmons pas qu7il en est toujours ainsi et laissons cela aux ~ 
recherches postérieures. 


B. Influences de certains sels. 


1. Le potentiel de la rétine soumise a la lumiére ne change 
presque pas sous l’influence d’une petite quantité de sels de cuivre. 
Ce phénoméne semble contraire au fait que ces sels aecélérent 
la réduction par la lumiére, comme nous l’avons dit plus haut; 
dans le premier cas ils forment un systéme chimique de photo- 
réduction, tandis que dans le cas présent ils restent isolés et ne 
provoquent jamais l’action réductrice de la lumiére. I] va sans 
dire que le potentiel des sels de cuivre ne subit aucun changement 
quand ils sont éclairés seuls par la lumiére. 

2. Par contre, les sels ferriques présentent en eux-mémes 
un petit changement de potentiel par la lumiére. Or, quand ils 
sont additionnés a ]’extrait de rétine, on voit le potentiel augmenter 
assez fortement sous l’action de la lumiére. Par exemple, le 
dE=10 environ a PH 7.0 devient dH =13 environ en augmentant 
la valeur du PH. 


3. Lorsqu’on ajoute a cet extrait une trés faible dose de 
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solution de cyanure de potassium, le potentiel change vite et tombe 
a peu prés au cinquiéme de la valeur initiale. I] reste longtemps 
dans cet état et ne change que peu a peu sous l’action répété de 
la lumiére. 

4. Quand on ajoute du toluol, aucun changement de potentiel 
n’est remarqué tout d’abord, mais une modification assez im- 
portante y apparait en 24 heures: le changement de potentiel di 
a la lumiére diminue beaucoup et le dE atteint environ 0,3 A 3,0 
proportionnellement au temps éclairé et a la quantité de lumiére 
utilisée. Dans ce cas, comme dans celui du cyanure de potassium, 
on peut provoquer peu a peu et plus leutement encore ce change- 
ment de potentiel réduit. 


IV. OBSERVATIONS SUR LES RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


De l’expérience précitée nous déduisons ce qui suit :— 

Le fait que, dans une solution contenant de la rétine en suspen- 
sion ou de l’extrait de rétine, le potentiel d’oxydo-réduction aug- 
mente sous l’action de la lumiére et diminue a nouveau dans 
l’obseurité nous enseigne que dans la rétine l’oxydation s’effectue 
en présence de la lumieére et la réduction dans l’obscurité. 

Ce n’est nullement un fait nouveau que |’oxydation s’accélére 
dans un corps animal exposé a la lumiére. Quinke dit que 
l’oxydation se manifeste dans le sang soumis a la lumiére par 
réduction de l’hémoglobine qui y est contenue. D’autre part, 
Hertel a observé aussi que la radiothérapie se base sur ]’oxydation 
aceélerée par les rayons. Quant a nous, nous avons pu constater 
nettement que l’oxydation se produit aussi dans les substances 
constituant la rétine par le potentiel d’oxydo-réduction de la 
lumiere. 

Comme nous venons de le dire, nous avons bien compris que 
Voxydation s’effectue dans la rétine exposée a la lumiére, mais il 
est nécessaire avant tout de savoir si c’est une oxydation en sens 
étroit ou en sens général. Pour cela, on n’a qu’a mesurer la 
quantité d’oxygéne consommée dans la rétine lorsque celle-ci est 
exposée a la lumiére ou abandonnée dans |’obscurité. 

Avec la collaboration de Kubowitz, assistant du Professeur 
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Warburg, Nakashima a examiné, par le manométre de War- 
burg, si l’oxygéne est consommé de facon différente sous l’action 
de la lumiére ou & lobscurité; pour réaliser cet essai, ils ont 
recouru aux rétines mises en suspension dans le liquide de Ringer 
ou dans le sérum de grenouille. Contrairement a notre pronostic, 
la consommation de l’oxygéne était alors tout a fait identique a 
la lumiére aussi bien qu’a lobscurité. Cela indique que la con- 
sommation de l’oxygéne ne subit aucun changement méme quand 
une oxydation se manifeste dans la rétine par |’éclairage. Cepen- 
dant, comme Rapkine le dit, il y a deux espéces d’oxydation dans 
Vorganisme: 1° Oxydation consommant l’oxygéne libéré et 2° Oxy- 
dation provenant d’un combiné complexe. Etant donnée |’exis- 
tence de ces deux sortes d’oxydation et quoiqu’il n’y ait eu aucun 
changement sur la consommation de l’oxygéne par le procédé 
de Warburg, nous ne prétendrons pas que ce ne fit pas la une 
oxydation au sens étroit du terme. 

Toutefois, comme nous l’avons expliqué plus haut, le principe 
du potentiel d’oxydo-réduction n’est point basé sur l’oxydo-rédue- 
tion au sens étroit mais sur l’oxydo-reduction au sens large ¢.-a-d. 
sur la libération et l’adjonction des électrons. L’oxydo-réduction 
constatée dans la rétine est originairement mesurée par le potentiel 
d’oxydo-réduction, par conséquent pour se rendre compte de ces 
deux phénoménes a la fois, il sera plus aisé de penser a l’oxydation 
au sens large ¢.-a-d. a la libération des électrons d’une substance 
eontenue dans la rétine au moment de |’éclairement. 

Cependaut, étant donné que les électrons se libérent dans la 
rétine sous l’influence de la lumiére, il ne faudrait pas considérer 
ce phénoméne comme une simple oxydation au sens général. On 
connait bien sous le nom de phénoméne photo-éléctrique ce 
phénoméne ot les électrons sont libérés par les rayons. Dans ces 
conditions, on peut croire que le phénoméne photoéléctrique se 
produit dans la rétine. 

I] est trés intéressant de savoir quelle est la substanve de la 
rétine qui y participe. 

Qu’est-ce qui est contenu dans une solution d’extrait de rétine 
sans parler de la rétine elle-méme? Comme nous l’avons décrit 
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ailleurs, cette solution contient des sels inorganiques, quelques 
composés protéiques, beaucoup de lipoides et ‘une tras petite 
quantité de fer (0,003 mg./eme. environ quand elle contient une 
seule rétine). 

Le cyanure de potassium influant généralement sur les métaux 
lourds constitue des sels doubles et empéche leur action catalytique. 
Le fer et le cuivre présentent une réaction du bleu de phénol indien 
(dite: réaction des oxydases). D/’autre part, des sels de cuivre 
ajoutés font disparaitre le changement de potentiel en question, 
tandis que des sels ferriques semblent 1’accentuer. 

Considérant que le changement du potentiel est réduit au 
cinquiéme par addition du cyanure de potassium et qu’il est 
augmenté plus ou moins par addition des sels ferriques, on peut 
supposer que ces derniers jouent dans: ce changement un rdle 
important. 

Enfin, des faits que le changement du potentiel diminue beau- 
coup par l’action prolongée du toluol, qu’il ne disparait pas com- 
plétement sous l’action du cyanure de potassium et que ce dernier 
contient une grande quantité de lipoides, on peut déduire que les 
lipoides y jouent aussi un grand role. 

En résumé, le fer et les lipoides jouent un role important dans 
Voxydation au sens général (ou dans le phénoméne photo-éléc- 
trique) qui se manifeste dans la rétine exposée a la lumiére. 


V. NOS RESULTATS ET LA THEORIE DE SCHANZ SUR LA VISION. 


Il y a quelques années, Schanz a publié une théorie intéres- 
sante de la vision en rapport avec le phénomeéne photoéléctrique. 
D’aprés lui, l’épithélium pigmentaire de la rétine absorbe des 
rayons et provoque un phénoméne photoéléctrique libérant les 
électrons; ceux-ci sont percus par la rétine, se transforment en 
courant électrique ou en énergie physiologique et arrivent enfin au 
centre cérébral. 

Cependant étant donnés nos resultats, il n’est pas nécessaire 
de prétendre avee Schanze que cette action existe surtout dans 
l’épithélium pigmentaire et il suffit de penser que le méme phéno- 
mene se manifeste dans certaines substances de la rétine elles-mémes 
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telles que les cellules visuelles et que la vision se produit suivant 
le processus observé par lui. N’ayant pas observé par le méme 
procédé le changement de potentiel que donnait 1’épithélium pig- 
mentaire, nous ne pouvons confirmer le dit préjugé. 

Les défauts constatés jusqu’a présent quant a la théorie de 
Schanz sont basés sur les faits que |’albinos a une vision normale 
et que le courant éléctrique agit méme lorsqu’on emploie la rétine 
seule, ete. Or, ces faits sont aisément expliqués par ce phénoméne 
photoéléctrique qui se manifeste dans les substances de la rétine. 
D’autre part, le fait que la rétine décollée diminue la vision, d’ou 
émane la thérie de Schanz, peut se traduire facilement par 1’état 
métabolique de la rétine, qu’il s’agisse d’un animal a sang chaud 
(comme le corps humain), ou qu’elle soit portée a une haute 
température. 

On arrive évidemment ainsi a la théorie de la vision par 
électrons, déecrite par Schanz, sans avoir recours a l’épithéium 
pigmentaire. Nous trouvons cet argument trés intéressant mais 
nous voulons en laisser la confirmation a une étude postérieure. 


VI. POoTENTIEL D’OXYDO-REDUCTION ET POURPRE RETINIEN. 


Au cours de l’expérience, le pourpre visuel se décolore presque 
complétement par la premiere exposition a la lumiére. Or, le 
changement de potentiel se manifeste indépendamment de la 
présence ou de l’absence du pourpre rétinien. Ce changement était 
parfois plus intense en son absence qu’en sa présence. Quoi qu’il 
en soit, nous ne pouvons affirmer ici dans quelle limite le change- 
ment de potentiel a des rapports avec la vision, mais il est certain 
qu7il est presque complétement indépendant du pourpre visuel. 

Dans cette expérience nous n’avons pas eu l’ocecasion de re- 
courir a une lumiére faible, mais sous une lumiére relativement 
forte, le pourpre rétinien semblait ne pas jouer un grand réle. 


VII. TasLEAUX EXPERIMENTAUX. 


Enfin, nous énumérons ci-joint les tableaux qui ont servi A nos 
études expérimentales. 
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TABLEAUX EXPERIMENTAUX. 


1. Solution de rétines en suspension. 
co=15 rétines dans 5 eme. de NaCl-solution. 
=2.0a@, PE 6:0 

to + 0.0344 23 + 0.0660 46 + 0.0409 

if + 0.0344 24 + 0.0661 47 + 0.0409 

2 + 0.0326 25 + 0.0663 48 +0.0407 

3 + 0.0320 26 +0.0666 49 + 0.0403 

4 + 0.0322 Pal + 0.0660 50 + 0.0408 

5 + 0.0323 28 + 0.0659 51 + 0.0402 

6 + 0.0323 29 + 0.0660 52 + 0.0402 

i + 0.0323 30 + 0.0664 Eclairement 

8 + 0.0323 31 + 0.0664 52 3% +0.0560 

9 +0.0314 2 + 0.0665 ne +0.0589 
10 + 0.0312 33 + 0.0666 53 3 «©6—+0.0688 
11 + 0.0306 34 + 0.0665 54 + 0.0644 
12 +0.0306 35 + 0.0665 54» +0.0652 
13 + 0.0306 36 +0.0.655 55 + 0.0660 
14 + 0.0306 Bil + 0.0665 55 x +0.0675 

Eclairement Obscurité 56 + 0.0682 

15 + 0.0413 38 + 0.0545 Si +0.0685 
16 + 0.0590 39 + 0.0505 58 + 0.0681 
a + 0.0635 40 + 0.0471 59 + 0.0681 
18 +0.0644 41 + 0.0453 60 + 0.0682 
19 + 0.0655 42 +0.0447 61 + 0.0684 
20 + 0.0662 43 + 0.0434 62 + 0.0684 
21 + 0.0665 44 + 0.0425 

22 + 0.0663 45 + 0.0410 

2. Suspension de rétine. 
co=15 rétines dans 5 eme. de solution de Ringer. 
t= 206; PH=7.4 

to — 0.0320 Eclairement 20 — 0.0203 

2 — 0.0335 LI ae) — 020332 Obseurité 

3 — 0.0337 12 — 0275 20 3% —0.0266 
4 — 0.0340 12 3 —0.0252 om — 0.0295 
5 — 0.0345 13 — 0.0235 22 — 0.0297 
6 — 0.0348 14 — 0.0220 23 — 0.0324 
Mf — 0.0350 ills) — (0.0214 24 — 0.0343 
8 — 0.0353 16 — 0.0212 25 — 0.0354 
9 — 0.0356 iy — 0.0208 26 — 0.0369 
10 — 0.0358 18 — 0.0205 27 — 0.03874 
ial — 0.0361 19 — 0.0205 28 —0.0377 


a 


Se) 
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29 — 0.0380 
30 — 0.0383 
al — 0.0385 
82 — 0.0387 
Helairement 
32 3% —0.0270 
33 — 0.0165 
33 30 —0.0126 
34 — 0.0097 
35 — 0.0085 
36 — 0.0076 
on — 0.0065 
38 — 0.0065 
39 — 0.0065 


Obseurité 
39 3% —0.0143 
40 — 0.0210 


3. Extrait de rétine. 


42 — 0.0278 
41 — 0.0251 
43 — 0.0310 
44 — 020322 
45 — 0.0328 
46 — 0.0328 
Helairement 
46 s% 0.0236 
47 — 0.0190 
47 2% —0.0122 
48 — 0.0096 
49 — 0.0065 
50 — 0.0058 
51 — 0.0046 
52 — 0.0046 
53 — 0.0046 
54 — 0.0046 


rs 


ov ot 


Nn 


Cr Or Ot St Ot Sr DH 
i@e) fon) 


a LSD 
a XS} 


Obseurité 

so —0.0149 
— 0.0206 

so — 0.0237 
— (0.0259 
— 0.0294 
— 0.0305 
— 0.0322 
= ()033i7 
— 0.0344 
= OL0aoi0 
— 0.0359 
— 0.0363 
— 0.0365 
— 0.0367 
— 0.0370 


to=200 rétines dans 20 eme. de Na. cholol. solution. 
ce =2.5 eme. d’extrait + 2.5 eme. de NaCl-solution. 


Up =A aC} 
0.1698 
0.1702 
0.1702 
0.1703 
0.1702 
0.1711 
0.1697 
0.7693 
0.1700 

8 0.1709 

9 0.1717 
10 0.1725 
11 0.1729 

2 0.1729 
13 0.1729 
Helairement 
14 2 0.1501 


Ss 


Doe WwW DY Ht 


aD 


“ 


15 2% 0.1306 
17 01202 
18 0.1158 
19 0.1148 
20 0.1144 
21 0.1138 


22 0.1124. 
23 0.1119 
24 0.1121 
Oey 0.1116 
25 380 0.1111 
26 0.1105 
PATE 0.1108 
28 0.1110 
29 0.1114 
30 0.1110 
Syl 0.1093 
31 30 0.1094 
32 0.1094 
38 0.1085 
34 0.1085 
35 0.1090 
36 0.1090 
37 0.1078 
38 0.1080 
39 0.1083 
46 0.1081 
41. 0.1073 


42 0.1068 


43 
45 
46 
47 
48 


oc 
ey 


Or 
iw) 


GG: (Sy Cd 1d) OF POT Or (OU), Oy (Ov “C1 
PWM H OO MND TP Ww 


0.1092 
0.1098 
0.1087 
0.1088 
0.1086 
9.1087 
0.1083 
0.1082 
Obseurité 
0.1418 
0.1540 
0.1609 
0.1602 
0.1594 
0.1613 
0.1624 
0.1642 
0.1648 
0.1648 
0.1653 
0.1650 
0.1649 


Sur le potentiel d’oxydo-réduction de la rétine. 
4. Extrait de rétine. 
C@o=200 rétines dans 20 cme. de Na. cholal. solution. 
ce =3 cme. d’extrait+3 eme. de solution de NaCl. 
G=2026 
to — 0.1257 32 — 0.0918 60 — 0.1146 
1 — 0.1246 32 2% —0.0967 61 — 0.1152 
2 — 0.1238 S33 — 0.1054 62 —0.1148 
3 — 0.1233 34 — 0.1097 Eclairement 
4 — 0.1229 35 — 0.1154 62 — 0.0765 
5 (eal 36 — 0.1159 62 2% —0.0741 
6 —0.1215 aif == (DAIS) 63 —0.0721 
rl = (021209 38 (ns 64 — 0.0686 
8 — 0.1209 39 —0.1173 65 — 0.0670 
9 — 0.1207 40 — (0.1176 66 — 0.0668 
10 — 0.1204 41 (ell) 67 — 0.0662 
11 — 0.1204 42 —0.1188 Obseurité 
12 — 0.1203 43 —0.1189 68 — 0.0813 
12 — 0.1204 44 — 0.1190 69 — 0.0921 
Eelairement 45 — 0.1192 70 — 0.10388 
14 — 0.0733 46 — 0.1192 al — 0.1102 
15 — 0.0749 47 — 0.1192 1% — 0.1106 
16 — (0.0768 Eelairement 73 — 0.1109 
If — 0.0738 48 — 0.0701 74 ——it))si lala 
18 — 0.0727 48 » —0.0702 Helairement 
19 — 0.0724 49 — 0.0701 74 3 —0.1003 
20 — 0.0728 50 — 0.0682 75 — 0.0863 
Pal 007211 Sil — 0.0665 76 — 0.0865 
22 —0.0714 52 — 0.0655 TE — 0.0863 
23 — 0.0708 53 — 0.0659 78 — 0.0862 
24 — 0.0704 Obseurité 79 — 0.0861 
25 — 0.0701 54 — 0.0853 Obseurité 
26 — 0.0695 54 3 —0.0997 79 2 —0.0960 
27 — 0.0694 55 — 0.1134 80 — 0.1027 
28 — 0.0694 55 2 —0.1131 81 — 0.1050 
29 — 0.0693 56 — 0.1130 82 — 0.1080 
30 — 0.0693 57 — 0.1133 83 — 0.1095 
Obseurité 58 — 0.1140 84 — (0.1112 
31 — 0.0818 59 — 0.1152 85 — 0.1117 
5. Extrait de rétine. 
Co=160 rétines dans 30 eme. de Na. cholal. solution. 
PH=7.% 
to — 0.1103 2 — 0.1084 4 — 0.1081 
il — 0.1085 3 —(0.1081 5 —0.1081 


0 


27 
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6 — 0.1081 

7 —0.1081 

8 — 0.1081 

9 — 0.1081 
10 — 0.1081 
TL — 0.1081 
12 — 0.1081 
i183 — 0.1081 
14 —0.1081 
116s) — 0.1081 

Eclairement 
16 — 0.0888 
17 — 0.0890 
18 — 0.0896 
19 — 0.0896 
20 — 0.0892 
21 — 0.0890 
22 — 0.9890 
Obseurité 

AB} —0.1003 


6. Extrait de rétine. 


¢o=160 rétines 


PA =430 
to +0.0069 
ip +0.0069 
2 + 0.0055 
3 + 0.0058 
4 + 0.0058 
5 +0.0058 
6 + 0.0058 
7 + 0.0059 
8 + 0.0059 
9 +0.0058 

10 + 0.0059 
11 +0.0058 
12 + 0.0058 
i133 + 0.0058 
Eclairement 
14 + 0.0345 
15 + 0.0393 
16 + 0.03894 
17 + 0.0383 
18 + 0.0837 


24 — 0.1000 
25 = (0sL032 
26 — 0.1048 
27 — 0.1058 
28 — 0.1079 
29 — 0.1086 
30 — 0.1088 
31 —0.1088 
Bo — 0.1087 
38 = NOS 
Eelairement 
34 — 0.0957 
BHD) — 0.0926 
36 — 0.0900 
oF — 0.0888 
38 — 0.0883 
39 — 0.0874 
40 — 0.0873 
41 — 0.0866 
42 — 0.0866 


43 — 0.0865 
44 — 0.0863 
45 — 0.0863 
Obseurité 
46 — 0.0902 
47 — 0.0924 
48 — 0.0950 
49 — 0.0975 
50 — 0.0989 
51 — 0.1000 
52 — 0.1034 
53 — 0.1049 
54 —0.1051 
55 — 0.1065 
56 — (0.1075 
57 — 0.1086 
58 — 0.1086 
59 — 0.1087 
60 — 0.1086 


dans 30 cme. de Na. cholal. solution. 


19 + 0.0393 
20 + 0.0394 
al + 0.03894 
DY + 0.0394 
Obseurité 
23 +0.0219 
Z + 0.0180 
25 + 0.0147 
26 +0.0138 
27 +0.0121 
28 + 0.0108 
29 + 0.0103 
30 + 0.0092 
3 + 0.0089 
32 +0.0086 
33 + 0.0083 
34 + 0.0077 
35 + 0.0073 
36 + 0.0071 
37 + 0.0065 


38 + 0.0061 
39 + 0.0060 
Eelairement 
40 + 0.0363 
4] + 0.0417 
42 + 0.0433 
43 + 0.0452 
44 + 0.0463 
45 + 0.0475 
46 + 0.0481 
47 + 0.0489 
48 +0.0492 
49 + 0.0495 
50 + 0.0497 
51 + 0.0497 
Obscurité 
52 +0.0305 
3 + 0.0252 
4 +0.0222 
55 +0.0197 


Sur le potentiel d’oxydo-réduction de la rétine. 


56 + 0.0187 61 +0.0145 65 + 0.0495 
57 +0.0174 62 +0.0144 66 +0.0519 
58 +0.0154 Eclairement 67 + 0.0519 
59 + 0.0148 63 +0.0471 68 + 0.0520 
60 + 0.0146 64 +0.0480 
7. Extrait de rétine. 
co=90 rétines dans 18 eme. de Na. cholal. solution. 
IP 2).0 
ta — 0.14389 23 — 0.1344 48 =i) Saal 
il — 0:1437 24 — 0.1349 49 =O BMS 
2 = 0.11435 25 — 0.1355 50 — 0.1315 
3 — 0.1482 26 — 0.1353 51 — 0.1815 
4 — 0.1430 Path SONS as EHelairement 
5 — 0.1425 28 — 0.1349 52 — 0.1194 
6 — 0.1422 29 — 0.1349 53 — 0.1130 
ff — 0.1420 Eelairement 54. Sat a ESDP 
8 — 0.1420 30 — 0.1148 55 
9 — 0.1420 31 —0.1121 56 Oe 
10 — 0.1420 32 — (boty 57 — 0.1106 
Eclairement 32 — 0.1112 58 (lati) 
10 3s —0.1273 34 — 0.1106 59 (0) tital 
abl — 0.1244 35 —\OaislOG 60 —— (toe 
Lee son ae Oa 36 — 0.1088 61 —0,.1121 
12 Ms 37 EON t 62 —3() seat 
13 —0.1148 38 — 0.1077 63 —0.1121 
14 Seats 9 39 (ORIOL Obseurité 
11655 — 0.1198 Obseurité 64 = (237 
16 —0.1198 40 — 0.1278 65 — 0.1259 
ily — Ot LO0 4] 10 ae 9e 66 —0.1309 
18 — 0.1186 42 —\() 29%) 67 = OS1G 
19 (ais 43 — 0.1306 68 — 0.1300 
Obseurité 44 — 0.1306 69 ==(0),11330)5) 
20 — 0.1339 45 ius O7: 70 — 0.1305 
21 — 0.1844 46 = 0.1307 
22 — 0.1344 47 =p Oi) 
8. Extrait de rétine. 
co=90 rétines dans 18 eme. de Na. cholal. solution. 
PAH s:0 
to — 0.2165 4 — 0.2152 8 — 0.2145 
dl — 0.2164 5) — 0.2149 9 — 0.2145 
2 — 0.2160 6 — 0.2148 10 — 0.2145 
3 — 013156 7 — 0.2147 11 — 0.2145 


2) 


29 


390 Nakashima et Hayashi: 


12 — 0.2145 37 — 0.2235 62 — 0.2291 
Eclairement 38 — 0.2230 63 — 0.2291 
als == fia 39 — 0.2226 64 — 0.2288 
14 — 0.1791 40 — 0.2226 66 — 0.2294 
15 —0.1797 41 — 0.2226 68 — 0.2304 
16 — 0.1815 42 — 0.2232 Helairement 
17 — 0.1831 43 — 0.2239 70 — 0.2159 
18 — 0.1862 44 — 0.2249 al —0.2151 
19 — 0.1865 45 —().2260 72 = (02151 
20 — 0.1874 Helairement 73 (pou 
PA — 0.1874 46 — 0.2089 74 — 0.2154 
22 — 0.1876 47 —0.2078 75 — 0.2154 
23 — 0.1880 48 — 0.2069 70 — 0.2168 
24 —0.1888 49 — 0.2065 Wie — 0.2167 
25 — 0.1899 50 — 0.2065 78 — 0.2168 
26 — 0.1907 yi — 0.2073 79 —().2168 
27 —0.1913 52 =) 2073 80 — 0.2168 
28 —0.1918 53 — (0.2075 Obscurité 
19 — 0.1922 54 =i 2077 81 — 0.2363 
30 — 0.1932 55 — 0.2080 82 — 0.2364 
aL — 0.1936 56 —().2082 83 — 0.2363 
32 — 0.1946 aye — 0.2082 84 — 0.2363 
33 — 0.1956 58 — 0.2085 85 — 0.2366 
Obseurite Obseurité 86 — 0.2370 
34 — 0.2204 59 — 0.2272 87 — 0.2370 
35 — 0.2221 60 — 0.2288 88 — 0.2370 
36 —0.2235 61 — 0.2288 


9, Extrait de rétine. 


‘ Co=160 rétines dans 30 eme. de Na. cholal. solution. 
PH=10.0 

to moni ( Leer 12 — 0.1020 24 (OTTO) 5 
] —0.1155 13 —0.1000 25 —0.1112 
2 1) eluley7, 14 — 0.0875 26 — (O12 
3 — 0.1157 15 — 0.0882 PAT —OeOs 
4 —= 1157 16 — 0.0887 28 —0.1102 
5 —=O1157 17 — 0.0876 29 — 0.1102 
6 — 0.1157 18 — 0.0870 30 = 0.1102 
i (Naas 19 — 0.0859 31 — 0.1102 
8 —0.1157 20 — 0.0859 Eclairement 

9 —Oihor 21 — 0.0859 32 — 0.0901 


10 — 0.1157 Obseurité 33 — 0.0867 
Eclairement 22 — 0.1029 34 — 0.0855 
at — 0.1060 23 — 0.1105 oo — 0.0837 


Sur le potentiel d’oxydo-réduction de la rétine. 


65 — 0.0867 
Obseurité © 
66 — 0.0949 
67 — 0.0955 
68 —0.0961 
69 — 0.0966 
70 — 0.0979 
71 — 0.1000 
72 — 0.0998 
ue — 0.1002 
74 — 0.1000 
75 — 0.1000 


36 — 0.0833 52 — 0.0992 
Bal — 0.0825 53 — 0.0995 
38 — 0.0815 54 — 0.0998 
42 —0.0813 55 — 0.1000 
43 — 0.0815 56 — 0.1000 
44 — 0.0815 Si — 0.1000 
45 — 0.0815 Eelairement 
Obseurité 58 — 0.0941 
46 — 0.0944 59 — 0.0912 
47 — 0.0972 60 — 0.0898 
48 — 0.0979 61 — 0.0890 
49 — 0.0983 62 — 0.0872 
50 — 0.0986 63 — 0.0868 
51 — 0.0990 64 —0.0868 
10. Extrait de rétine. 
100 rétines dans 20 cme. de Na. cholal. solution. 
PH=7.4 
to — 0.1045 27 — 0.0837 
af —0.1051 28 — 0.0832 
2 — 0.1054 29 — 0.0829 
3 — 0.1056 30 —0.0819 
4 —O057, 31 — 0.0819 
5 — 0.1061 32 — 0.0826 
6 — 0.1061 33 — 0.0824 
7 — 0.1062 34 — 0.0828 
8 — 0.1062 35 — 0.0828 
9 — 0.1061 35 — 0.0828 
10 — 0.1062 Obscurité 
Eelairement BG — 0.0975 
10 »% —0.0919 37 — 0.0910 
16 — 0.0842 38 — 0.1022 
Ly — 0.0850 39 — 0.1024 
18 — 0.0850 40 — 0.1026 
19 — 0.0851 41 — (0.1027 
20 — 0.0850 42 — 0.1029 
Obsecurité 43 — 0.1035 
20° % —0.1002 44 — 0.1041 
21 — 0.1037 45 — 0.1041 
22 Ss Ajoutée de CuCl 
23 — 0.1051 (Concentration finale: 
24 —0.1051 1/1000 NV) 
25 — 0.1052 to’ +0.0768 
Eelairement al + 0.0765 
26 — 0.0850 2 + 0.0763 


3 


3 +0.0760 
4 + 0.0757 
i) + 0.0755 
Eclairement 
6 + 0.0740 
i +0.0738 
8 + 0.0734 
9 +0.0728 
10 +0.0728 
11 + 0.0722 
12 +0.0721 
13 +0.0719 
14 + 0.0711 
15 +0.7711 
16 +0.0708 
17 +0.0703 
18 +0.0702 
19 +0.0695 
20 +0.0678 
21 +0.0677 
Obseurité 
22 4+0.0680 
23 + 0.0675 
24 + 0.0669 
25 + 0.0669 
26 + 0.0668 
27 + 0.0667 


1 


Nakashima et Hayashi: 


Eclairement 34 + 0.0655 40 + 0.0643 
28 + 0.0662 Obseurité 41 + 0.0637 
29 35 + 0.0647 42 . +0.0632 
30 + 0.0662 36 + 0.0647 43 + 0.0632 
31 + 0.0662 oul + 0.0647 44 + 0.0632 
32 + 0.0662 38 + 0.06438 
as + 0.0659 39 + 0.0643 


11. Extrait de rétine. 


100 rétines dans 20 cme. de Na. cholal. solution. 


SS 7/ 40, t=—20°¢ 
to — 0.1204 27 — 0.0874 10 — 0.1023 
1 — 0.1200 28 — 0.0866 tet OOS 
2 — 0.1202 29 — 0.0866 12 — 0.1017 
3 — 0.1200 Obseurité 14 —0.1015 
4 — 0.1200 30 — 0.1094 Obseurité 
5 — 0.1292 31 — 0.1099 15 — 0.1297 
6 — 0.1199 39 — 0.1102 16 — 0.1306 
7 — 0.1200 33 = Qanlog 17 — 0.1310 
8 — 0.1197 34 — 0.1092 18 — 0.1315 
9 — 0.1200 35 — 0.1092 19 — 0.1322 
Eeclairement Belairement 20 — 0.1325 
10 — 0.0971 40 —~().0857 21 — 0.1325 
11 — 0.0945 4 — 0.0855 Eclairement 
12 — 0.0935 42 — 0.0839 22 — 0.1028 
13 — 0.0925 43 —~0.0840 33 — 0.1018 
14 — 0.0926 44 —(.0838 24 — 0.0992 
5 _ Oy 5 _ 
cotmowis = utile de Fes Ga 
(Concentration finale: 2 ; 
16 — 0.1141 1/500 N) 27 — 0.0978 
17 —0.1151 to’ A talaivias 28 — 0.0974 
18 (Villas 1 — 0.1369 25 — 0.0970 
19 — 0.1144 2 — 0.1365 Obscurité 
20 — 0.1138 3 — 0.1361 30 — 0.1250 
21 — 0.1136 4 —0.1358 31 — 0.1266 
22 — 0.1136 ny = (Dla 32 — 0.1271 
23 == ))58 La les37/ 6 — 0.1350 33 — 0.1262 
Eclairement 7 — 0.1345 34 ~0.1261 
24 — 0.0904 ; Eclairement 35 = OaboGo: 
25 — 0.0893 8 — 0.1071 36 — 0.1263 
26 — 0.0884 9 —0.1049 


Sur le potentiel d’oxydo-réduction de la rétine. 


12. Extrait de rétine. 


200 rétines dans 20 eme. de Na. cholal. solution. 


t=20°C 
to =) sy eal 
1 — (0) IE PALL 
2 — 0.1727 
3 — 0.1735 
4 — 0.1739 
5 — 0.1743 
6 — 0.1746 
ul — 0.1743 
8 — 0.1743 
9 — 0.1740 
10 — 0.1739 
Eelairement 
LOMO. OOS: 
ila — 0.1409 
At Scone = Oar 
12 — 0.1350 
12 x» 0.1845 
13 — 0.1344 
14 — 0.1322 
15 iO sOii 
16 — 0.1294 
a — 0.1290 
18 O28, 
19 — 0.1275 
20 — 0.1264 
i) — 0.1249 
22 — 0.1235 
23 — 0.1226 
24 — 0.1221 
25 (Nepal 
26 — 0.1221 
Obseurité 
26 « —0,1369 
Path — 0.1454 
27 2s —0.1487 
28 — 0.1454 
28 9% —0.1538 
29 — 0.1560 
30 — (01572 


31 — 0.1585 


32 — 0.1590 
35 — 0.1596 
34 — 0.1600 
35 — 0.1600 
30 — 0.1600 


Addition de KCN 
(Concentration finale: 


1/500 V) 
to’ — 0.2876 
a} — 0.2872 
2 — 0.2868 
3 — 0.2865 
4 — 0.2863 
5 — 0.2861 
6 — 0.2859 
7 — 0.2855 
8 — 0.2852 
9 — 0.2851 
10 — 0.2850 

Eclairement 

10 « —0.2702 
au! = 27 OW 
12 — 0.2701 
13 — 0.2696 
14 — 0.2696 
15 — 0.2695 

Obseurité 
15 2% —0.2817 
16 =-0:2837 
17 — 0.2844 
18 — 0.2844 
19 — 0.2840 
20 — 0.2842 

Eelairement 

pall — 0.2740 
22. — (0.2733 
23 — 0.27338 
24 — 0.2733 

Obseurité 
24  —0.2815 


25 — 0.2824 
26 — 0.2829 
27 — 0.2830 
28 — 0.2829 
29 — 0.2827 
Eclairement 
29 3%  —0.2745 
30 — 0.2743 
31 — 0.2742 
Be, — 0.2741 
33 — 0.2741 
Obseurité 
33 3 —0.2806 
34 — 0.2811 
35 — 0.2818 
36 —=Os28 157, 
37 — 0.2816 
38 —0.2814 
Eciairement 
38 « —0.2733 
39 — 0.2719 
40 (N24 ll 
4] — 0.2720 
42 — 0.2718 
43 — 0.2719 
Obscurité 
43 4 —0.2803 
44 — 0.2809 
45 — 0.2809 
46 — 0.2809 
Helairement 
47 — 0.2740 
38 — 0.2728 
49 — 0.2725 
50 — 0.2726 
Bill — 0.2730 
Obseurité 
51 2s —0.2810 
52 — 0.2813 
53 — 0.2813 


54 — 0.2812 
55 — 0.2810 
Helairement 
55 w —0.2738 
56 — 0.2736 
‘ayff — 0.2736 
58 — 0.2736 
Obscurité 
58 x» —0.2805 
59 — 0.2803 
60 — 0.2802 
61 — 0.2801 
62 — 0.2800 
Helairement 
62 22 —0.2728 
63 — (0.2730 


13. Extrait de rétine. 


Nakashima 
64 —0.2731 
65 — 0.2732 
66 —0. 2733 
67 — 0.2734 
Obseurité 
67 2% —0.2795 
68 — 0.2802 
69 — 0.2802 
70 — 0.2800 
Al — 0.2799 
72 — 0.2798 
HKelairement 
(i2eesomm— 0209) 
Obseurité 
73 — 0.2785 
74 — 0.2809 


et Hayashi: 


75 — 0.2804 
7( — 0.2802 
OH — 0.2800 
Eelairement 
77 3s. —0:2739 
78 — 0.2734 
79 — 0.2735 
80 0.2737 
81 — 0.2738 
82 — 0.2739 
Obseurité 
82 «0 —0.2790 
83 — 0.2791 
84 — 0.2791 


80 rétines dams 16 eme, de Na.chol. solution. 
Ajoutée de Toluol. 


ibs — 0.0279 
16 — 0.0279 
17 —().0273 
18 =():0275 
Obseurité 
19 — 0.0274 
20 — 0.0275 
21 — 0.0275 
ie 
to — 0.0482 
at — 0.0477 
2 — 0.0475 
3 — 0.0474 
4 — 0.0474 
5 — 0.0474 


14. Extrait de rétine. 
Ajoutée de Toluol. 


I 
to — 0.0387 
i —0.0381 
2 =). 0gso 
3 —0.0370 
4. — 0.0252 
5 — 0.0360 
6 — 0.0344 
of — 0.0334 
8 — 0.0330 
9 — 0.0322 
10 —0.0314 
11 — 0.0314 
Eelairement 
12 — 0.0295 
to — 0.1141 
if == (Js 
2 eA) InEye 
3 — 0.1143 


+ — 0.1138 
5 =) AST 


6 —=() 1 lasv 
7 — 0.1136 
Eelairement 
8 — 0.1074 
9 —0.1073 
10 — 0.1064 


6 — 0.0469 
Eeclairement 
7 — 0.0463 
8 — 0.0462 
9 — 0.0460 
10 — 0.0467 
li — 0.0467 
Obscurité 
12 — 0.0459 
118} — 0.0459 
14 — 0.0459 
U5) — 0.0458 
16 — 0.0457 
skal — 0.1058 
12 — 0.1066 
il} — 0.1066 
Obseurité 
14 — 0.1094 


15 — 0.1099 
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16 = 0.4102 
17 SOLOS 
18 — 0.1097 
ug) — 0.1096 


15. NaCl-solution, 


to +0.1287 
1 +0.1274 
2 + 0.1275 
3 +0.1274 
4 + 0.1273 
5 + 0.1274 
6 + 0.1274 
7 + 0.1273 
Eelairement 
8 + 0.1264 


16. Solution de Ringer. 


to + 0.0525 
A + 0.0539 
2 + 0.0536 
3 + 0.0532 
4 + 0.0532 
5) + 0.0522 
6 +0.0514 
7 + 0.0509 
8 + 0.0504 
9 + 0.0503 
10 + 0.0502 


Eclairement 
20 —OelOan 
PAT, — 0.1055 
22 — 0.1039 

9 + 0.1255 
10 + 0.1254 
dah + 0.1254 
12 + 0.1254 
433 + 0.1256 
14 +0.1255 
15 + 0.1260 
16 + 0.1258 
17 + 0.1255 
18 + 0.1255 
12 + 0.0500 
15 +0.0492 

Eelairement 
16 + 0.0490 
If + 0.0489 
18 + 0.0487 
19 + 0.0486 
20 + 0.0485 
21 +0.0485 
22 + 0.0484 
23 + 0.0483 


17. Solution de Na. cholal. 


— 0.0246 
— 0.0259 
— 0.0261 
— 0.0265 
— 0.0268 
— 0.0273 
— 0.0276 
— 0.0279 
— 0.0285 
— 0.0291 
— 0.0299 
— 0.0300 
— 0.0301 
— 0.0301 


Se 
=) 


oO wm wb 


et ju 
HSoOMO ONO 


ee 
w bo 


14 — 0.0304 
15 — 0.0309 
16 — 0.0313 
al — 0.0325 
18 — 0.0351 
19 — 0.0353 
Helairement 
20 — 0.0355 
21 — 0.0353 
22 — 0.0353 
23 — 0.0356 
24 — 0.0356 
Obseurité 
25 — 0.0365 


23 — 0.1040 
24 —0.1038 
Obscurité 
19 + 0.1247 
20 +0.1260 
21 +0.1270 
22 + 0.1265 
23 +0.1265 
24 +0.1255 
25 + 0.1255 
26 + 0.1254 
27 + 0.1255 
24 + 0.0484 
Obscurité 
25 + 0.0477 
26 + 0.0476 
2th + 0.0476 
28 +0.0475 
31 +0.0477 
32 + 0.0484 
33 + 0.0484 
35 + 0.0482 
26 — 0.0379 
7 — 0.0391 
28 — 0.0404 
29 — 0.0407 
"30 — 0.0413 
31 — 0.0416 
82 — 0.0424 
33 — 0.0430 
34 — 0.0433 
Eelairement 
36 — 0.04383 
37 — 0.0433 
38 — 0.0434 
39 — 0.0435 
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— 0.0437 

— 0.0444 2 
— 0.0456 53 
— 0.0466 54 
— 0.0474 ‘a 
— 0.0485 56 
— 0.0490 Dil 
—0.0491 5 
— 0.0493 59 
— 0.0499 60 
— 0.0507 61 
— (0.0517 


Obseurité 
— 0.0526 
— 0.0532 
— 0.0545 
— 0.0554 
— 0.0564 
— 0.0570 
— 0.0578 
— 0.0582 
— 0.0583 
— 0.0587 


Eeclairement 


— 0.0583 
— 0.0574 
— 0.0570 
— 0.0570 
— 0.0572 
—0.0577 
— 0.0585 
— 0.0585 
— 0.0592 
— 0.0597 
— 0.0598 


Avant de terminer, nous exprimons nos sincéres remerciements 
a Monsieur Ch. Oguchi, Professeur a la Faculté de médecine de 
Nagoya et a Monsieur K. Kodama, Professeur a |’Université 
Imperiale de Fukuoka, pour tous les précieux couseils qu’ils nous 
ont donnés et les corrections dont ils ont bien voulu se charger. 
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Bigs :2: 
Suspension de rétine. co=15 rétines dans 5 cme. de Ringer-solution. 
3 pane PA 754: 
+0.01 
+0.00 a 
—0.01 | 
—0.02 *j 
\ * 
—0.03 “4 t 
—0.04 = eae lt) a0 ss | 5 
dE= | dE= dB= 
+ 5.3 +10.7 +9.3 
10 20 30 40 50 60 70 Min. 
Fig. 3. 
Extrait de rétine. Co= 200 rétines dans 20 eme. de Na, cholal. 
c=2.5 eme, d’extrait+2.5 eme. de NaCl-solution. 
s = NG; 
0.06 
—0.97 
—0.0S 
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—0.10 
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Fig. 4. 
Extrait de rétine. Co= 160 rétines dans 30 cme. de Na, cholal. 
Influence du PH c=3eme d’extrait+3 eme. de solution tampon. 
ks t=25°C PH=4.0 
& 
+0.06 
+0.05 - rs 
+0.04 
+0.08 o 
+0.02 ina 
i te 
+0.01 dE = 
dE=+164 dE=+141 
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Extrait de rétine. Co=160 rétines dans 30 cme. de Na, Cholal. 
Influence d, PH c=3 ome. d’extrait +3 eme. de solution tampon, 
2 t=25°O PH=7.7 
=: 
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Extrait de rétine 
Influence du PH 
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Hie 6: 
co=160 rétines dans 30 eme. de Na. cholal. 


c=3 cme. d’extrait+3 eme. de solution tampon. 
t=25-C P1050 
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Extrait de rétine. 
Influence du CuCl. 
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Bigs’ 7. 
c2=100 rétines dans 20 eme. de Na, cholal. 
2=3 eme. d’extrait +3 eme. de Solution tampon. 
t—20"C 
eA elif 


Addition du CuCl, A 
(concentration finale : n/100) 
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Fig. 8. 
@=100 rétines dans 20 eme. de Na. cholal. 
Extrait de rétine c=3 eme. dextrait +3 eme. de Solution tampon. 
Influence du FeSO. F—PAN?C: 
e720 


Volt 


Addition du FeSO, 
(concentration finale: 1/500 
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Fig. 9. 
co=200 rétines dans 20 eme. de Na. cholalique. 
Extrait de rétine. c=2.5 eme. d’extrait + 2.5 eme. de NaCl-solution. 
Influence du KCN a 
j—20eC: 
Saat 
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Addition du KON a 
(concentration finale: m/500) 
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UBER DEN EINFLUSS DER ELECTROLYTEN AUF 
DIE PHOSPHOMONOESTERASE UND 
PYROPHOSPHATASE. 


VON 


SANMATSU MUNEMURA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Akademie zu Chiba, Director: Prof. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 10. Februar 1933) 


Um die Bedeutung des Phosphors in biologischen Prozessen 
besonders bei Kohlenhydratumsatz aufzuklaren, wurden bisher 
schon viele Experimente tiber den Hinfluss der Chemikalien auf die 
Phosphatasenwirkung ausgefiihrt. Wir verzichten darauf, die 
fritheren Angaben in der Literatur einzeln zu diskutieren, erstens 
wegen der Raumersparnis und zweitens darum, weil es sich bei 
solehen Experimenten fast ausschliesslich um eine Art Phosphatase, 
den dritten Typ Phosphomonoesterase, handelte. Durch die sys- 
tematischen Untersuchungen im hiesigen Institut wissen wir, dass 
in der Natur drei Arten Phosphomonoesterase und Pyrophosphatase 
vorhanden sind. Die Substrate von beiden Fermenten sind selbst- 
verstindlich die Phosphorsiuremonoester resp. das Pyrophosphat. 
Der Auf- und Abbau dieser Phosphorverbindungen in Organismen 
bildet eine Stufenreaktion bei dem Zuckerumsatz, und die Gesch- 
windigkeit dieser Reaktion ist ein bedingender Faktor fiir die 
umzusetzende Zuckermenge. Auf Anregung von Prof. Akamatsu 
hat der Verfasser den Hinfiuss der Elektrolyten auf die Phospho- 
monoesterase und die Pyrophosphatase untersucht, um damit zu 
den analytischen Studien der Phosphatasenwirkung bei Stoffwechsel 
beizutragen. Der Verfasser legte besonderes Gewicht auf den 
Vergleich des Verhaltens der verschiedenen Phosphomonoesterasen 
und Pyrophosphatasen gegen verschiedene Elektrolyten. Da der 
Zweck der vorliegenden Experimente die griindliche Untersuchung 
der Beeinflussbarkeit der Phosphatase durch zugesetzte Chemikalien 
ist, muss die hergestellte Fermentlésung méglichst frei von Elek- 
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trolyten und kolloidalen Begleitsubstanzen sein, was durch das im 
hiesigen Institut iibliche Autolysen- und Dialysen-Verfahren 
erméglicht wurde. Dieser Gesichtspunkt wurde leider bisher von 
vielen Autoren nicht beriicksichtigt, indem sie einfach den Organ- 
brei, Pressaft oder héchstens das Autolysat, aber ohne nachherige 
Dialyse anwandten. Man kann wohl erwarten, dass die so herge- 
stellte Fermentlésung reich an Substanzen ist, die in Form von 
Ionen oder Kolloiden auf die Phosphatasenaktivitat betrachtliche 
Einfliisse auszuiiben vermogen. Unsere Fermentlosungen waren 
dagegen fast frei von Elektrolyten und sehr arm an Eiweiss; sie 
triibten sich fast nicht bei Trichloressigzusatz und zeigten keine 
Verfarbung durch das kolorimetrische Molybdanreagens. 
Schweinenieren- und Reiskleienfermentl6sungen wurden somit 
in oben erwahnter Weise vorbereitet. Das dialysierte Nieren- 
autolysat enthalt die Phosphomonoesterase vom ersten (PH- 
Optimum 3) und dritten Typ (Pu-Optimum 9) und die Pyro- 
phosphatase auch vom ersten (PH-Optimum 4) und dritten Typ 
(PH-Optimum 9). Dariiber wurde schon von Kurata (1931) und 
Hori(1932) berichtet. Die Phosphomonoesterase vom zweiten Typ 
(PH-Optimum 5.6) wurde von Hori in Erythrozyten nachgewiesen, 
obwohl das Vorkommen dieses Ferments in tierischen Organen, 
ausser 1m Blut, noch nicht bekannt ist. Aber da man nach der 
Untersuchung von Uzawa (1932) weiss, dass der Reiskleienextrakt 
reichliche Monoesterase vom zweiten Typ enthalt, wurde die dialy- 
sierte Reiskleienlosung statt tierischen Ferments gebraucht. Diese 
pflanziche Fermentlésung enthalt nach Takahashi (1932) aus- 
serdem eine Pyrophosphatase vom zweiten Typ(PH-Optimum 5-6) : 
Die Existenz dieses Typs Pyrophosphatase in der tierischen Welt 
ist noch nicht bewiesen, doch wohl zu erwarten. Was fiir eine 
physiologische Bedeutung man den einzelnen Typen der beiden 
Fermente zuschreiben darf, bleibt vorlaufig noch eine ungeloste 
Frage, aber der Verfasser glaubt, dass die vorliegenden Experi- 
mente tiber Elektrolytenwirkung im differenzierenden Sinne zur 
Losung beitragen werden. Die gepriiften Salze waren Magnesium- 
chlorid, Calcitum-chlorid, Natrium-fiuorid, Arsenat, Phosphat, Sul- 
fat, Molybdat und Oxalat. Mit jedem Typ der Fermente und mit 
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jedem Salz wurden Versuche unter Pufferung bei verschiedenen 
PH ausgefiihrt und jedesmal Kontrollversuche angestellt, weil die 
Veradnderung der Fermentaktivitat wihrend des Aufbewahrens der 
Fermentlésung im Eisschrank nicht ganz ausgeschlossen werden 
kann. PH wurde selbstverstindlich gleich nach der Anstellung 
jedes Versuchs elektrometrisch bestimmt. Erst unter der Ver- 
suchsanordnung, nach der die vorliegenden Experimente ausge- 
fuhrt wurden, kann man etwas Exaktes iiber den Elektrolyten- 
einfluss sagen. 

Die aktivierende Wirkung des Magnesiums wurde zuerst von 
Erdtman (1928) gefunden und von vielen Seiten bestitigt. Es 
handelt sich dabei aber um den dritten Typ der Phosphomono- 
esterase. Die grosse Rolle dieses Ions bei Hexosenabbau, die von 
Euler (1931) an der alkoholischen Garung und von Lohman | 
(1931) an der Milchsiurebildune im Muskel bewiesen wurde, in 
Betracht ziehend, soll untersucht werden, wie dieses Ion die 
einzelnen Typen von Phosphomonoesterase und Pyrophosphatase 
beeinflusst. Der dritte Typ der Phosphomonoesterase wurde, wie 
von Vorgangern angegeben, durch Maenesium sehr stark aktiviert. 
Dies war auch der Fall bei dem zweiten Typ der Monoesterase. 
Dagegen wurde der erste Typ der Monoesterase fast nicht beein- 
flusst. Der erste und zweite Typ Pyrophosphatase bleb von 
Magnesium unbeeinflusst und der dritte Typ wurde sogar gehemmt. 
Das Calciumion iibte, dem Magnesium entgegengesetzt, fast keinen 
Einfluss auf alle Typen von Monoesterase und Pyrophosphatase 
aus. Die Wirkung des Fluorions wurde friiher von Inouye 
(1929) untersucht. Es handelte sich aber um einen Versuch mit 
der Takaphosphomonoesterase, die nach der jetzigen Klassifikation 
dem ersten Typ angebért. Wie das Takaferment von Inouye 
wurde der erste Typ Monoesterase der Niere durch Fluorid stark 
gehemmt. Dies war auch der Fall bei dem ersten Typ der Pyro- 
phosphatase. Bei dem zweiten Typ von Monoesterase und Pyro- 
phosphatase verminderte sich die Hemmung des Fluorions betracht- 
lich, obwohl bei Pu 3-4 noch eine enorme Hemmung zu beobachten 
war. Der dritte Typ der beiden Fermente wurde unerwarteter- 
weise durch Fluorid fast nicht beeinflusst. Fluorid gehort be- 
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kanntlich zu den Giften, welche die Glykolyse beeinflussen. Wenn 
man die Beeinflussungsweise dieses Salzes der des Magnesiumions, 
des Glykolysenaktivators, gegentiberstellt, merkt man bei dem 
ersteren die Beschleunigung der Wirkung des dritten und zweiten 
Typs der Monoesterase und bei dem letzteren die Hemmung des 
ersten und zweiten ''yps von Monoesterase und Pyrophosphatase. 

Arsenat ist ein anderes Gift fiir die Glykolyse. Dieses Anion 
hemmte sehr betrachtlich alle Typen der Phosphomonoesterase, was 
gegentiber der beschleunigenden Wirkung des Magnesiumions, des 
Glykolysenaktivators, auf den dritten und zweiten Typ des be- 
treffenden Ferments als sehr interessant zu erwahnen ist. Der 
dritte Typ der Pyrophosphatase wurde durch Arsenat stark, die 
anderen beiden aber weit geringer gehemmt. Man kann also im 
erossen und ganzen sagen, dass unter den Glykolysengiften das 
Fluorid die Phosphatasenwirkung an der sauren Seite des Neutral- 
punkts hemmt, das Arsenat dagegen sein Hemmungsvermogen in 
dem alkalischen Medium entfaltet. Sulfat und Oxalat hemmen 
den ersten und dritten Typ der Phosphomonoesterase. Die Hem- 
mung ist besonders stark bei dem Oxalat. Der zweite Typ der 
Monoesterase wird erst bei hoherer Konzentration der Salze 
gehemmt. Die beiden Salze hemmen die Pyrophosphatase in der- 
selben Weise, die hemmende Wirkung des Oxalats ist namlich bei 
dem ersten und dritten Typ besonders auffallend. 

Die Wirkung des Phosphats auf die Phosphonomoesterase 
wurde von Martland und Robison(1927) und spater sehr genau 
von Jakobsohn(1932) untersucht. Durch das vorliegende Experi- 
ment wurde weiter bestatigt, dass alle Typen von Phosphomono- 
esterase und Pyrophosphatase mehr oder weniger von Phosphat, 
dem Spaltprodukt der Substrate, gehemmt werden. Es ist hinzu- 
zufugen, dass Molybdat fast in gleicher Weise wie Fluorid auf die 
Phosphomonoesterase und Pyrophosphatase wirkt. Der dritte Typ 
der beiden Fermente bleibt unbeeinflusst, aber der erste und zweite 
wird stark gehemmt. Besonders auffallend ist in diesem Fall die 
Herabsetztung der Wirkung des zweiten Typs sowohl der Mono- 
esterase als auch der Pyrophosphatase. 

Die Wirkung der Chemikalien auf Phosphatase ist also sehr 


Phosphomonoesterase und Pyrophosphatase. 347 


mannigfaltig.. Man hat wohl bisher iiber eine beschleunigende oder 
hemmende Wirkung irgendeines Salzes gesprochen, aber nicht 
immer gentigend eingehend. Es muss nimlich dabei angegeben 
werden, um welchen Typ der Phosphatase, und zwar der Phos- 
phomonoesterase oder Pyrophosphatase es sich handelt. Man weiss 
vorlaufig nicht, welche biologische Rolle die verschiedenen Typen 
der Phosphatase im Organismus spielen, und auch nicht, welcher 
Typ der Phosphatase an dem Chemismus der Glykolyse teilnimmt. 
Die Beeinflussbarkeit der Glykolyse durch die Chemikalien in 
Betracht ziehend, diirfte das Ergebnis der vorliegenden Experi- 
mente zum analytischen Studium des Zukerabbaus beitragen. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 

Fermentlosungen: Das Schweinenieren-Autolysat wurde nach 
der Vorschrift von Asakawa (1928) und das Reiskleienextrakt 
nach Uzawa (1932) hergestellt und gegen destilliertes Wasser 
ertindlich dialysiert, bis kolorimetrisch kein anorganischer Phosphor 
mehr nachweisbar war. Die Nierenfermentlosung enthalt den 
ersten und dritten Typ der Phosphomonoesterase und dieselben 
Typen der Pyrophosphatase. Die Kleienfermentlosung enthalt 
dagegen den zweiten Typ der Phosphomonoesterase und der Pyro- 
phosphatase. Die Isolierung der einzelnen Fermente aus den 
betreffenden Fermentlosungen wurde absichtlich nicht ausgefihrt, 
weil der Verfasser glaubte, dass die durch das Adsorptionsver- 
fahren stattfindende Veranderung des Begleitstoffgehalts in den 
Fermentlésungen unzweckmissig das richtige Urteil fiir den 
gegenseitigen Vergleich der Beeinflussbarkeit durch Hlektrolyten 
storen konnte. 

Pufferlosungen: M/10 Glykokoll-HCl, M/2 Acetatessigsaure 
und M/10 Glykokoll-NaOH. PuH-Bestimmung elektrometrisch, aber 
bei Arsenat- und Molybdatzusatz nach Indikatormethode. 

Zusammensetzune der Versuchslosungen : 


I. Bei Phosphomonoesterasenversuch : 


M/100 Natrium Glycerophosphat 5 ecm 
Puffer 10 ,, 
Salzlosung 5 


Fermentlosung 
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Il. Bei Pyrophosphatasenversuch : 


M/200 Natrium Pyrophosphat 5 cem 
Puffer LOT 
Salzlisung Oey 
Fermentlésung D9 


Bei Kontrollversuchen statt Salzlésung das gleiche Volumen 
Wasser. Um dem erwarteten Pu-Wert moglichst nahe zu kommen, 
war es bei Oxalat und Phosphat bequem, das primare Salz bei den 
Versuchen in saurer Reaktion und das sekundare Salz bei den 
Versuchen in alkalischer Reaktion zu gebrauchen. Trotzdem war 
bei diesen und auch bei anderen Salzen die Anstellung der gleichen 
Pu-Werte in den entsprechenden Lésungen der Haupt- und Kon- 
trollversuche sehr schwer auszufiihren. Die Kurve des PH-Hydro- 
lysengrades im Koordinatensystem lasst klar erkennen, wie sich 
das Resultat bei irgendeinem Salzzusatz zu dem der Kontrolle 
verhalt. : 

Die Versuche wurden bei 37°C ausgefitihrt. Bestimmung des 
Phosphors kolorimetrisch nach Briggs. Da die Fermentlosungen 
a priori phosphorfrei waren, ergab der kolorimetrisch gemessene 
Phosphor gleich die abgespaltene Orthophosphorséure. Bei den 
Versuchen mit Phosphatzusatz wurde die primar vorhandene P- 
Menge abgezogen und in den Tabellen angegeben. Beim Vor- 
handensein von Arsenat war die Phosphorbestimmung nicht so 
einfach auszuftihren, wie von Braunstein(1932) und Moreulis 
und Pinto(1932) angegeben wurde. In dem vorliegenden Versuch 
wurde die Ermittelung wie folgt ausgefiihrt. Man leitet Schwefel- 
wasserstoff in das Trichloressigsiure-Filtrat, versetzt nach einer 
Stunde mit einer kleinen Menge aktivierter Kohle und filtriert 
durch trockenes Papier. Damit kann eine klare und farblose 
Losung erhalten werden. Man treibt dann den Schwefelwasserstofft 
durch COs-Durchleitung aus und bestimmt in dieser Liésung 
kolorimetrisch in iiblicher Weise den anorganischen Phosphor. 
Nach dieser Methode kann man das Arsenat vollstaindig entfernen 
und am Gemisch von Arsenat und Phosphat das letztere quantitativ 
bequem bestimmen. In den folgenden Tabellen ist die nach- 
gewiesene Phosphormenge in mg fiir 2.5cem Versuchslésung 
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berechnet angegeben. Die Konzentration der Elektrolyte bedeutet 
die Endkonzentration in den Versuchslésungen. 


ERGEBNISSE. 
I. Versuch mit MeCls. 


A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
a) M/50 MgCle. 


Pu =| 3.00 3.21 | 3.86 499 | 5.80 


2 Stdn. | 0.0155 0.0283 | 0.0360 0.0368 0.0276 


b) M/500 MgCl. 


PH 3.03 | 3.20 3.88 4.86 5.72 


2 Stdn. 0.0326 | 0.0391 0.0443 0.0368 0.0327 


©) M/5,000 MgCl. 


PH 3.00 3.20 3.89 4.90 5.81 


2 Stdn. 0.0345 0.0407 0.0452 0.0391 0.0328 


d) M/50,000 MgCle. 


Pu 3.03 3.24 | 3.93 | 4.94 5.86 
2 Stdn. 0.0406 0.0459 | 0.0494 | 0.0466 0.0360 
Kontrolle. 
<7 = } re | 
Pu | 290 ~ |- 3.20 398 4m 5.82 
| = = 
2 Stdn. 0.0379 | 0.0443 | 0.0488 0.0346 | 0.0285 


B. II. Typ Phosphomonoesterase. 


a) M/50 MgCl. 


5.59 5.90 6.81 7.78 8.35 


Pu | 2.92 | 3.95 | 4.90 ; 
| 0.0613 | 0.0272 | 0.0218 


2 Stdn.| 0.0277 | 0.0563 | 0.0759 | 0.0816 | 0.0816 
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b’) M/500 MgCl. j LAS & : ; 
Ee aos | 3.92 “i 4.86 | 562 | 5.98 675 | 778 «| 8.45 
2 Stdn.| 0.0386 | 0.0583 | 0.0800 0.0987 | 0.0875 “0.0659 | 0.0210 | 0.0170 

c) M/5,000 MgC. 

i Pu T2308 | 390 | 497 | 562 | 5.94 | 6.73 7.89 | 8.51 
Stan. 0.0305 0.0521 0.0731 | 0.0816 0.0800 | 0.0618 | 0.0214 | 0.0139 

a’) M/50,000 MgCl. sa au 
pu | 3.00 | 3.95 | 4.90 | 5.62 | 5.85 | 6.78 | 7.95 8.50 
2 Stdn. 0.0270 0.0401 | 0.0666 0.0769 | 0.0769 0.0566 | 0.0195 Bes 

Kontrolle. 

PH | 298 | 3.96 497 | 563 | 586 | 683 | 7.93 8.71 
2 Stdn.| 0.0259 | 0.0412 | 0.0666 | 0.0705 | | 0.0705 0.0456 | 0.0160 cee 
C. Ill. Typ Phosphomonoesterase. 

a”) M/50 MgCl. 

Pu | 7.14 | 7.16 | 8.40 A 9.13 9.63 2032 | 10.18 
“1 Ste. | 0.0142 J 0.0330 330 0.0810 | 0.1027 i 0.0714 | 0.0178 0.0136 

b”) M/500 MgCh. 

Si | 710 | 7.87 8.66 | 9.84 10.07 we. | 1 
1 Stde. | 0.0184 | 0.0416 | 0.0833 0.0943 | 0.0699 0.0190 ce 
©”) M/5,000 MgCl. 

Pu 7.18 8.18 871 | 9.33 | 990 | 10.79 11.32, 
1 Stde. | 0.0095 | 0.0338 | 0.0777 | 0.0909 | 0.0681 | 0.0069; 0 

a”) M/50,000 MgCl. 

Px | 7.9 8.24 | 8.82 9.36 | | 1077 | 11.32 
‘1 -stde. | 0.0075 | 0.0272 | 0.0560 '| 0.0774 | 0.0628 | 0.0096 | 0 


Phosphomonoesterase und Pyrophosphatase. 351 


Kontrolle. 


PH 6.85 8.10 8.84 | 9.28 | 9.88 | 10.60 ; 11.20 


| 
1 Stde. 0.0096 0.0191 0.0481 | 0.0641 | 0.0633 0.0147 0 


, D. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 MgCle. 


Ba | 3.03 | 3.95 4.95 6.02 | 6.83 
2Stdn, | 0.0365 | 0.0568 0.0480 0.0240 0.0240 
Kontrolle. 
Pur | 3.08 | 4.03 5.02 6.03 7.23 
2 Stdn. | 0.0405 | 0.0591 0.0512 0.0307 Spur 


E. II. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 MgC. 


8.09 


Pu 3.02 | 4.03 5.04 6.08 | 6.86 
2 Stan. 0.0157 | 0.0396 | 0.0546 | 0.0585 | 0.0436 | 0.0115 
Kontrolle. 
Pu 2.93 | 3.95 | 496 | 598 6.83 | 8.09 
meat = a = x i= i= 
| 
2 Stdn. 0.0126 | 0.0871 | 0.0558 | 0.0648 | 0.0600 | 0.0196 
F. Ill. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 MgCh. 

PH 8.23 9.02 | 9.95 
ata Q Siieaes 2 Sal eae EE : 
2 Stdn. 0.0512 0.0219 Spur 

Kontrolle. 
Px | 8.26 8.98 10.00 


2 Stdn. 0.0476 0.0591 Spur 
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II. Versuch mit CaCle. 
A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
M/50 CaCl. . 
ae ‘2.95 “ 3.20 3.85 491 581 
2 Stdn. 0.0203 | 0.0290 0.0428 “0.0430 0.0348 
ie : 

y PH 2.90 4.20 3.96 4.91 5.82 
2 stan. | 0.0379 | 0.0483 | 0.0443 «=(00846 =| (0.0885 
B. II. Typ Phosphomonoesterase. 

M/50 CaCl. 

Pu | 2.98 | 3.91 | 490 5.61 | 5.86 | 675 | 7.84 8.50 
2 Stan. 0.0250 0.0473 0.0660 | 0.0750 | 0°0705 | 0.0552 | 0.0250 Spar 

Kontrolle. 

PH "298 | 3.96 “| agr | 563 | 5.86 | 683 | 7.93 8.71 
2 Stan. 0.0259 0.0412 | 0.0866 | 0.0705 | 0.0705 0.0456. 0.0160 | 0 
C. Ill. Typ Phosphomonoesterase. 

M/50 CaCl. 

Pu 7.07 8.11 | 8.69 9.93 9.71 | 10.45 11.15 
1 Stde. 0.0119 “0.0200 “0.0429 0.0769 0.0507 0.0142 0 

Kontrolle. 

Pu 6.85 8.10 | 8.84 9.28 9.88 | 10.60 11.20 
1 Stde. | 0.0096 | 0.0191 | 0.0481 | 0.0641 | 0.0633 | 0.0147! 0 
D. I. Typ Pyrophosphatase. 

M/5,000 CaCle. 
Pu | 3.02 | 4.03 5.06 6.09 6.88 
2 Stdn. | 0.0352 | 0.0600 0.0545 0.0250 Bote 
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Kontrolle. 

| 
Pu | 3.08 4.03 | 5.02 | 6.03 7.23 
2Stdn. 0.0405 0.0591 | 0.0512 | 0.0307 Spur 


E. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/5,000 CaCle. 


Pu | 3.06 5.06 | 6.05 6.98 8.18 


4.03 i | 
2 Stdn. 0.0171 | 0.0410 | 0.0571 | 0.0685 | 0.0558 | 0.0219 
Kontrolle. 
PH (2.93 | 3.95 | pe G 5.98 | 683 l £09 
2 Stdn. 0.0126 | 0.0371 | 0.0558 | 0.0648 | 0.0600 | 0.0196 


F. IU. Typ Pyrophosphatase. 
M/5,000 CaCl. 


Pu | 8.20 | 9.00 z 9.80 
2 Stdn. | 0.0520 0.0600 sik oe 
Kontrolle. 
Poo 8.18 | 8.86 | 9.95 
Anan | a are a axe © 


Til: Versuch mit NaF. 
A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
a) M/50 Fluorid. 


PH 3.24 3.36 3.89 4.94 | 5.80 


2 Stdn. 0 0 0 0 Spur 


b) M/500 Fluorid. 


PH 2.95. 3.19 3.89 4.91 5.90 


2 Stdn. 0 0 0 Spur 0.0100 
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Kontrolle. 
PH 2.90 3.20 is 3.96 4.91 5.82 
| ea oe ise ns am as eae 
sen | — 
Stdn. 0.0379 0.0483 «= 0.0443, | (0.0346 0.0285 
B. IL. Typ Phosphomonoesterase. 
a’) M/50 Fluorid. 
Pu ae 3.50 | 397 | 491 | 5.60 5.84 ot 6.70 | 7.62 8.80 
2 Stan. | aa 0.0250 | 0.0344 | 0.0396 | 0.0450 | 0.0185 | Spur 
b’) 4/500 Fluorid. 
PH | 2 2.97 uk 3.93 | 4.93 ' 5.62 | 5.87 | 6.72 | 7.81 8.40 
2 Stdn. | 0 - 0.0180 0.0382 | 0.0550 | 0.0594 | 0.0591 | 0.0189 | Spur 
Kontrolle. 
eee ‘ : = : 
Pu || 2.98 | 3.96 | 4.97 i) 5.63 | 5.86 6.83 Be 7.93 8.71 
2 Stdn. se 0.0259 | 0.0412 | 0.0666 0.0705 | 0.0705 | 0.0456 | 0.0160; 0 


C. 


III. Typ Phosphomonoesterase. 


a”) M/50 Fluorid. 
Pu | 672 | 8.09 8.54 | 926 | 981 | 10.50 | 1107 
- ve} tks phe | of 
| P< oe : 
Stde | 0.0106 0.0200 | 0.0408 | 0.0545 | 0.0419 | ae 0 
( | { 
nz M/500 Fluorid. 
| : : coy : : 
| 679 | 8.01 | 8.66 | 9.31 9.88 | 10.67 | 11.35 
| A 5 pha 
1 Stde. | 0.0133 | 0.0149 | 0.0396 | 0.0500 | 0.0362 | Spur | 0 
Kontrolle. 
Pu 685 810 | 8.84 9.28 9.88 | 10.60 | 11.20 
a ie 
1 Stde. | 0.0096 | 0.0191 | 0.0481 | 0.0641 | 0.0633 | 0.0147 | 0 
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D. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/50 Flourid. ; 
ee ee 
2 Stan. | 0 fae | o.ou2 | 0.0118 | rie 
Kontrolle. ie ie 
Pu | 3.08 4.03 | 5.02 6.03 7.28 
2 Stdn. | ; 0.0405 a 0 0591 i 0.0512 0.0307. zie a 
BE. II. Typ Pyrophosphatase. ; 
M/50 Fluorid. 
PH 3.40 ; ven 5.03 6.05 i 6.77 ga 
2 Stdn. : 0 0 0.0101 | 0.0311 0.0480 . 0.0258 
Kontrolle. ; 
Pea | 2.93 395 | 496 | 598 | 683 | “8.09 
2Stdn. | 0.0126 | 0.0371 | 0.0558 | 0.0648 | 0.0600 | 0.0196 
BY. IW. Typ Pyrophosphatase. 
M/50 Fluorid. 
PH 8.09 8.88 9.75 
2 Stdn. | ce ar ae ee 
Kontrolle. mii 
eel 8.20 ar 8.95 ‘9 10.00. - 
2 Stdn. fi 0.0500 7 0.0570 0 
IV. Versuch mit NasH AsOg. 
A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
a) M/500 Arsenat. 
Pu 3.3 a acai6 a | 5.2 | 62 
2 Stdn. , 0.0130 ; 0.0110 ; j “0.0102 0.0100 | 0.0112 
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b) ™M/5,000 Arsenat. 


S. Munemura : 


PH 3.1 | 32 4.4 | 5.0 | 6.0 
2 Stdn. 0.0290 | 0.0815 0.0300 | 0.0273 | 0.0229 
c) W/50,000 Arsenat. 
Pu 3.1 3.3 4.4 | 5.0 6.2 
2 Stdn. 0.0321 0.0367 ~~ ~—-0.0399«S «0.0340 0.0283 
Kontrolle. 
Pu 03. 41> Bal, Ml ase 1) ais 5.90 
2 Stdn. 0.0340 0.0435 0.0440 (0.0836 0.0266 
B. 1D. Typ Phosphomonoesterase. 
a’) 3/500 Arsenat. 
pu | 3.3 41 51 * | 69 | 6.2 | 7.0 7.9 ij 8.7 
: | - 5s s = “ mate eS a Se | AN at 
2Stdn. 0.0146 0.0186 | 0.0208 0.0160 0.0162 | Spur 0 0 
b’) /5,000 Arsenat. 
Pu | 3.0 he a0 eA am0 5 61 | 69 79 8.8 
2 Stdn. 0.0243 0.0370 | 0.0491 0.0428 0.0422 | 0.0286 | 0.0111 | Spur 
e’) M/50,000 Argenat. 
pu | 30 | 40 | 50 | 56 | 62 | 69 | 81 8.8 
ER aH ae ee 
2 Stan. 0.0268 0.0483 | 0.0718 | 0.0705 | 0,0693 0.0489 | 0.0147 | Spur 
Kontrolle. 
Pu | 298 | 396 | 497-.| 563 | 5.86 | 683 | 7.93 | 84 
|) | | = = = | 
¢ | 
2 Stdn. 0.0259 | 0.0412 | 0.0666 0.0705 | 0.0705 0.0856 0.0160) Spur 
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C. IM. Typ Phosphomonoesterase. 


ww 
OO 
=| 


a”) M/500 Arsenat. 
Ba | ito 8.2 86 | 9.4 9.88 | 10.29 | 10.90 
— = = | f ae 
1 Stde | Spur Spur | Spur | Spur Spur Spur | 0 
b”) M/5,000 Arsenat. 
Put 7.0 | Sop 8S “1 94 9.88 | 1045 | 11.15 
= se err Ae Bene Se 
1 Stde. | Spur 0.0121 | 0.0130 | 0.0175 | 0.0196 | 0.0107 | 0 
e”) ©M/50,000 Arsenat. 
Pu | 7.0 | 82 | 8.8 9.4 9.82 10.61 || 11.25 
1 Stde. | Spur | 0.0132 | 0.0136 | 0.0340 | 0.0316 Spur | 0 
Kontrolle. 
Po | 683 | 8.08 |» 8.79 9.30 9.93 | 10.54 | 11.30 
1 Stde. | Spur 0.0150 0.0344 0.0479 0.0355 | Spur | 0 
D. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 Arsenat. 
Pir 3.3 44 | 5.2 6.4 pars 
: a pos ae aes i ——— 
2 Stdn. | 0.0444 0.0510 | 0.0444 0.0310 | = Spur 
Kontrolle. 
PH 3.08 4.03 | 5.02 e0ueegt = 723 
2 Stdn. 0.0405 0.0591 | 0.0512 0.0307 | Spur 
E. Il. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 Arsenat. 
PH 3.3 44 51 | 6.4 | 7.3 8.2 
2 Stdn. 0.0218 | 0.0347 | 0.0400 | 0.0421 | 0.0405 | 0.0162 
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Kontrolle. 

PH 2.93 | 3.95 | 4.96 5.98 6.83 | 8.09 

2 Stdn. |. 0.0126 | 0.0371 0.0558 0.0648 0.0600 0.0196 
F. I. Typ Pyrophosphatase. 


M/500 Arsenat. 


oe 


Pu | eA. | 8 
2 Stan. oh 0.0155 | itige tpl | 0 
Kontrolle. 
ie pee | ais oe 8.86 9.95 
28tan, | 0.0885 ie 0.0600 Spur 
V. Versuch mit KHePO,4 od. NazsHPOx,. 
A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
a) M/500 Phosphat. 
ea 2.88 | 3.19 — |. 3.98 | 498 | 581 
2 stan, | 0.0017 tae 0.0079 | 0.0071 | 0.0071 | 0.0107 
b) M@M/5,000 Phosphat. 
Pie | 2.98 a 3.95 | 493 5.80 
2 Stdn. f 0.0205 0.0220 | 0.0216 | 0.0231 | 0.0178 
Kontrolle. ma 
Pu 2.94 3.21 3.94 4.91 5.86 
(2 San, 0.0400 | 0.0428 0.0409 | 0.0362 | 0.0300 
B. II. Typ Phosphomonoesterase. 
a’) M/500 Phosphat. 
PH | 2.83 Vas .| 490 1 66h eee oars 7185 | 8.52 
2 Stdn.| 0.0032 Ae 0.0240 | 0.0240 | 0.0218 | 0.0110 | 0.0062 0.0062 
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b’) /5,000 Phosphat. 


i} 


PH | 3.038 3.96 4.93 | 5.62 5.88 6.75 9.0 | 8.65 
== 


2 Stdn.| 0.0171 | 0.0297 0.0486 | 0.0530 | 


| 
0.0511 0.0315 | 0.0090 | 0.0045 


Kontrolle. 


3.96 | 4.97 


| 5.86 6.83 7.93 8.41 
| 


0.0705. 0.0456 | 0.0160 | Spur 


5.63 


| 
| jeer ee z 
2 Stdn. | 0.0259 | 0.0412 | 0.0566 | 0.0705 


C. Il. Typ Phosphomonoesterase. 
a”)  M/500 Phosphat. 


Pur 6.65 


1 Stde. | 0.0031 


7.86 | 8.46 9.12 9.65 se 


| 
| 
| 0.0018 9.0068 | 0.0179 


0.0160 | —0.0074 | ~ 0.0014 


b”) M/5,000 Phosphat. 


| | 
Pu 674 | 7.95 | 8.54 9.19 9.55 | 10.60 |» 11.18 
a a | eee d 
1 Stde. | 0.0061 0.0215 0.0436 | 0.0519 | 0.0422 | 0.0085 | 0.0061 
Kontrolle. 
ieee in 7 a ; air een 
PH | 6.75 | 7.98 8.54 9.17 9.60 | 10.48 11.38 
1 Stde. | 0.0126 | 0.0439 | 0.0736 | 0.0863 | 0.0736 | 0.0171, 0 
\ 


D. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 eno ebey 


PH | 236 | 3.85 e 4.96 507 «| ~ «618. 

2. Stan. | 0.0317 | 0.0317 | 0.0284 0.0144 - 0.0111 
Kontrolle. 

Be igo eee a ——— 
Pu | 3.08 4.08 p02 - | (603 | 7.28 


| ae 


2 Stdn. | 0.0405 0.0591 0.0512 | 0.0307 ae Spar 
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E. II. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 Phosphat. 


S. Munemura : 


5.05 


6.07 


Pu 3.03 | 4.05 | | 6.97 
= = = Fee ioe Se eee - EL _— -- = Sl a ~ 
2 Stdn. | 0.0183 | 0.0268 | 0.0391 0.0550 | 0.0391 0.0219 
| 
Kontrolle. 
PH | 293 | 3.95 | 496 | 5.98 6.83 | 8.09 
| 00126 | 0.0371 | 0.0558 | 0.0648 0.0600 | 0.0196 


1a, 
M/500 Phosphat. 


IIT. Typ Pyrophosphatase. 


PH | 9.03 
aust asidie | oosi0 || ooo | 8 ane 
Kontrolle. 
Gh e i ais ic "8.86 | | he 
VI. Versuch mit NasSOxz. 
A. I. Typ Phosphomonoesterases. 
a) M/50 Sulfat. 
Pa | 93.05 | 324 [ =y93 | gen eee 
2 Stdn, | 0 f 0 0.0144 | 0.0266 0.0247 
b) ™M/500 Sulfat. 
= | a6 _ | aoe. 0 eae 4.93 Se 
2 Stdn. 0.0142 0.0176 0.0247 0.0370 0.0300 
ce) M/5,000 Sulfat. 
Os | 2.93 3.19 3.94 4.93 | 5.88 
2Stdn. | 0.0266 0.0308 0.0351 0.0346 0.0323 


1 Stde. 
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Kontrolle. 
Pu 2.94 | a ee meet 5.86 
2 Stdn. 0.0400 | 0.0428 | 0.0409 0.0362 ~=——0.0800 
B. IL. Typ Phosphomonoesterase. 
a’) M/50 Sulfat. 
Pu | 3.01 | 3.93 | 491 587 | 674 | 7.90 | 8.50 
z | = Poe 
2 Stdn.| 0 | 0.0250 | 0.0674 | 0.0800 | 0.0800, 0.0585 | 0.0247 | Spur 
b’) M/500 Sulfat. 
Pu | 298 | 395 | 493 | 560 | 585 | 680-| 7.96 | 9.40 
as |e oe tee 25 ee = 
2 Stdn. | 0.0159 | 0.0481 | 0.0678 | 0.0827 | 0.0765 | 0.0504 0.0194 0.0140 
¢’) M/5,000 Sulfat. 
Pu | 2.94 | 3.90 | 4.88 | 5.60 | 5.88 | 6.85 | 794 8.51 
Ae ma aS ae 
2 Stdn. 0.0239 ar 0.0674 | 0.0685 0.0685 0.0500 0.0258 | 0.0178 
Kontrolle. 
Pu | 298 | 391 | 497 5.63 | 5.86. | 683 | 7.93 | 8.41 
ss — {= — Ft ————— = 
2 Stdn.| 0.0259 | 0.0412 | 0.0666 0.0705. 0.0705 0.0856 0.0160 | Spur 
C. UTI. Typ Phosphomonoesterase. 
ae M/50 Sulfat. 
s Pee Ei — aaa 
Pu ays. | 7.87 | 8.58 | o14 | 9.77 si 10.55 185 
1 Stde. | 0.0115 | 0.0121 0.0281 | 0.0360 | 0.0295 | 0.0132 | 0 
b”) M/500 Sulfat. 
Px | 6.83 i) 7a 1883 | 936 (977 | 1053 11.85 
0 


0.0117 | 0.0218 0.0360 0.0473 | 0.0430 0.0140 
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e”) @M/5,000 Sulfat. 


S. Munemuza : 


PH | 672 7.91 | $65 | Odae—|—ov4 | 10.40 11.25 
1 Stde. 0.0193 0.0200 | 0.0480 | 0.0605 | 0.0533 | 0.0182 0 
Kontrolle. 

Pu | 6.75 7.98 | 8.54 9.17 | 9.60 | 10.48 11.38 
1 Stde. 0.0126 | 0.0436 | 0.0736 | 0.0863 | 0.0739 | 0.0171 0 
D. I. Typ Pyrophosphatase. 

M/50 Sulfat. 

aS Dee St oo a 
PH | 294 | 396 |. 500 | 6.01 6.82 
2 Stdn. 0.0200 0.0468 f 0.0452 | 0.0225 Spur 
Kontrolle. 
Se es Se ee 
Bee au esos 4.08 5.02 | 6.038 | 7.23 
2Stda. | 0.0405 0.0591 0.0512 | 0.0307 | Spur 

KE. IL. Typ Pyrophosphatase. 

M/50 Sulfat. 

Pu | 2.98 3.92 5.02 | 6.00 | 678 |. 8.15 
2Stdan. | 0.0103 0.0295 | 0.0571 | 0.0714 | 0.0594 0.0206 
Kontrolle. 

PH 2.93 | 3.95 | 4.96 | 5.98 | 6.83 | 8.09 
2Stdn. 0.0126 | 0.0371 | 0.0558 | 0.0648 | 0.0600 | 0.0196 
F. U1. Typ Pyrophosphatase. 

M/50 Sulfat. 
Pu | 8.29 8.99 10.05 
2 Stdn. | 0.0500 0.0461 Spur 
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Kontrolle. 
| 
PH 8.26 | 8.98 10.00 
2 Stdn. 0.0476 | 0.0591 Spur 
VII. Versuch mit (NH,)2MoO,. 
A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
M/500 Molybdat. 
PH 3.0 3.1 4.0 5.0 6.0 
2 Stdn. 0 0 0 0 Spur 
Kontrolle. 
PH 2.93 3.19 3.95 4.91 5.86 
2 Stdn. 0.0391 0.0473 0.0375 0.0346 0.0270 
B. II. Typ Phosphomonoesterase. 
M/500 Molybdat. 
PH 3.0 4.0 5.0 5.6 6.0 6.2 
2 Stdn. 0 0 Spur Spur Spur Spur 
Kontrolle. 

PH 2.96 3.94 4.95 5.62 5.85 6.82 7.97 8.56 
2 Stdn.| 0.0196 | 0.0361 | 0.0571 | 0.0615 | 0.0571 | 0.0410 | 0.5157 | Spur 
C. IT. Typ Phosphomonoesterase. 

M/500 Molybdat. 
PH 6.2 7.6 9.2 9.6 9.93 
1 Stdn. 0 0.0389 0.0691 0.0694 0.0524 0.0458 
Kontrolle. 
PH 6.76 7.92 8.46 9.10 10.40 11.80 
1 Stdn. 0.0087 0.0346 0.0764 0.0869 0.0774 0.0153 0 
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D. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 Molybdat. 
PH, 3.0 4.0 5.0 6.1 6.6 
2 Stdn. 0 0 0.0161 0.0184 0.0126 
Kontrolle. ; 
Pi | 3.08 4.03 5.02 6.03 7.23 
; 2 Stdn. | 0.0405 0.0591 0.0512 0.0307 Spur 
E. II. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 Molybdat. 
PH 3.0 4.0 5.0 6.2 6.6 8.0 
2 Stdn. 0 0 0 Spur Spnr 0 
Kontrolle. 
Pu 2.93 3.95 4.96 5.98 6.83 8.09 
2 Stdn. 0.0121 0.0371 0.0558 0.0648 0.0600 0.0196 
F. Il. Typ Pyrophosphatase. 
M/500 Molybdat. 
Pu 8.35 9.01 | 9.77 
2 Stdn. 0.0520 0.0575 | Spur 
ae ears 
PH ; | 8.20 . 8.95 10.00 
2 Stdn. | 0.0500 0.0575 Spur 
VIII. Versuch mit NaHC.0. od. NagCoQz. 
A. I. Typ Phosphomonoesterase. 
M/50 Oxalat. 
PH | — 2.99 3.30 | 3.85 4.88 5.47 
2 Stdn. 0 0 | 0 0 Spur 
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Kontrolle. 
PH 2.97 3.27 3.90 4.90 6.03 
2 Stdn. 0.0375 0.0450 0.0450 0.0346 0.0276 


B. I. Tpy Phosphomonoesterase. 
M/50 Oxalat. 


Pu 2.85 | 4.09 5.04 5.65 5.90 | 6.86 | 8.20 
2 Stdn. 0 0.0180 | 0.0264 | 0.0398 | 0.0386 | 0.0240 | Spur 

Kontrolle. 

Pu 3.00 3.95 5.00 5.65 6.05 6.85 8.17 


2 Stdn. 0.0135 0.0250 0.0365 0.0432 0.0416 0.0269 Spur 


C. III. Typ Phosphomonoesterase. 


M/50 Oxalat. 


Pu 6.00 8.50 9.18 9.48 10.20 | 10.82 
2 Stdn. 0 Spur Spur Spur | Spur | 0 
Kontrolle. 
Pu 6.83 8.27 9.16 9.45 | 10.24 10.86 


2 Stdn. Spur 0.0316 0.0774 0.0897 | 0.0736 0.0171 


D. I. Typ Pyrophosphatase. 
M/50 Oxalat. 


PH 3.05 4.09 5.04 5.85 6.87 
2 Stdn. Spur Spur Spur Spur 0 
Kontrolle. 
PE 3.08 4.03 5.02 6.03 7.23 
2 Stdn. 0.0405 0.0591 0.0512 0.0307 Spur 
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E. II. Typ Pyrophosphatase. 
M/50 Oxalat. 


PH 2.90 3.90 5.06 6.10 7.01 8.30 


2 Stdn. 0 0.0237 0.0659 0.0681 0.0600 0.0264 
Kontrolle. 
PH 2.93 3.95 4.96 5.98 6.83 8.09 
2 Stdn. 0.0126 0.0371 0.0558 0.0648 0.0600 0.0196 


M/50 Oxalat. 


PH 8.26 9.10 10.00 
2 Stdn. 0 Spur 0 
PH 8.24 9.05 10.00 
2 Stdn. 0.0485 0.0600 0 
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INTRODUCTION. 

For the clinical purpose of estimating the protein present in 
a pathological urine, there are three methods, namely Esbach’s, 
Tsuchiya’s and Sueyoshi’s. They are all identical in reading 
the volume of the protein which was precipitated after 24 hours, 
but differ on the reagent which causes the protein to precipitate. 
Inoue (1930) of our Institute, pointed out that the precipitation 
is not yet complete at that period, so that the reading is influenced 
by several conditions, such as, for example, the temperature and 
the specific gravity of the sample. So he ventured to apply to 
it Hirota’s centrifuge method for blood cells, and modified the 
method as follows: <A definite amount of a reagent, i.e. 2 cc. of 
Esbach’s reagent, 2.2cc. of Tsuchiya’s or 2.1ee. of Sueyoshi’s, 
is put in a sedimentation tube designed by himself, which is 
sketched in the attached figure. The narrower part of it is 
4.5m. long and 3mm. bore, and the tube is graduated 
into 100 divisions. 2.50 ce. of urine are poured into it, 
mixed well, and then centrifuged for 10 minutes with a 
constant speed of more than 2500 revolutions per minute, 
by means of an electromotorical centrifuge with a radius 
of 13.em. to the bottom of the revolving tube. The time 
of centrifuging is measured exactly from switching on to 
switching off. After the centrifuge has automatically 
Fig stopped, the volume of the sediment, Vi, is read. Again 
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the centrifuging is repeated for another 10 minutes, after which 
the volume, Vo, is read as before. Then the net volume of the 
precipitates, V.., is given by 

LO ave 
20 108 -2V7—V, 


Inoue also described the method of computing the factor, with 
which the value of V., is to be multiplied, when it is desired to 
convert it to a figure of %o protein in conformity with clinical usage. 
The factor differs naturally for each sedimentation tube according 
to its bore, and should be calibrated for each. 

Inoue did not study which of the three kinds of reagents 
mentioned above gives the most accurate result. The aim of our 
present research is to examine them to see which is the best, when 
used in the ordinary way, as well as in Inouye’s centrifuging 
method. For this purpose, an albuminuric urine was estimated, by 
these methods, and the results were checked by the analytical esti- 
mation of Abderhalden-Fodor’s (1931) halfmicro-modification 
of the Kjeldahl method. 


MerrHops. 


Albuminuric materials were collected from in-patients of Prof. 
Matsuo’s clinic. The preparation of the three reagents, i.e. 
Esbach’s, Tsuchiya’s and Sueyoshi’s, and also the procedure 
of estimation by precipitating the protein with one of these re- 
agents, and by centrifuging are similar to those reported by Inoue, 
of which a brief description has already been given above in the 
introduction. More detailed remarks should be consulted by re- 
ferring to his original paper. In our experiments, readings of the 
precipitate volume were taken 3 times successively after centrifug- 
ing at 10-minute intervals. With the third reading, any accidental 
error in the two previous readings can be checked, or more accurate 
data of V,, can be computed by the graphic method, applying 
Hirota’s empirical equation, 
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Estimations were carried out at room temperature between 
21-26°C. 

Some remarks on carrying out the halfmicro-Kjeldahl esti- 
mation are here noted briefly. 

Estimation of the protein content: The protein contained in 
the filtered urine was first precipitated with acetic acid, and then 
it was estimated by the halfmicro-K jeldahl method after Abder- 
halden and Fodor (1931). The procedure is as follows: 5 ee. of 
filtered urine is put in a test tube of about 10 cc. content and, on 
heating it over a small flame, 3% acetic acid is added to it drop 
by drop, until no further precipitation occurs. The precipitate is 
collected on a N-free filter paper. The filtrate is treated again in 
the same manner and tested to see that no precipitate appears on 
heating. If it appears, it should be added to the precipitate on the 
filter paper. The precipitate is washed with warm distilled water 
until no trace of chlor is detected with a 2% AgNOs solution and 
HNO3. The precipitate, together with the paper, is transferred, 
without loss, to a 200 ec. Kjeldahl flask, and 5 ce. of pure con- 
centrated H2SOx, lee. of a 100% CuSO, solution and about 0.2 ¢ 
of KsSO, powder are added to it. The flask is then heated over 
a flame, until the content becomes transparent and colourless, which 
indicates completeness of oxidation. Then the flask is cooled and 
the contents diluted with distilled water, and after the distillation 
equipment is adjusted, a sufficient amount of the saturated NaOH 
solution is added, and the distillation is carried out under an air 
passage which is previously washed through a H2SO, solution. 
Ammonia is collected in excess of the 0.1N H»2SO, solution (a ce.), 
which is titrated subsequently with a 0.1N NaOH solution (b ce.) 
as usual, alizarin red being taken as indicator. The protein content 


of the urine is then given by 


x 0.0014 x 6.25 x 100% 
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RESULTS. 


Accuracy of the original method: One and the same albumi- 
nurie urine was estimated by the three original methods, and the 
result was compared with that of the halfmicro-Kjeldah] estima- 
tion. Twenty cases were examined and the error of each estimation 
was calculated for each method. Data are given in the Protocol 
attached at the end of this paper. There was noticed a tendency 
to greater error when the material was rich in protein, though the 
proportion was not very good. So the percentage error against the 
observed value* was calculated of which the mean (m) of the 20 
estimations for each method as well as its standard deviation (co), 
is summarized as follows. 


Esbach’s reagent: m= —13.38 

o= 13.20+1.45 
Tsuchiya’s reagent: m=+ 3.52 

o= 10.55+1.16 
Sueyoshi’s reagent: m=— 3.52 


o=- 29 02220 99. 

The positive sign of the percentage error means that the ob- 
served value is higher than the Kjeldahl] value, and the negative 
sign just the reverse. The error is the largest with Esbach’s 
method, and the least with Sueyoshi’s. The error, however, can 
be corrected by calibrating the graduation of the tube used. The 
accuracy of the method may rather be judged by the standard 
deviation, which indicates that Sueyoshi’s method is the best, 
while Esbach’s is the worst, though the differences between them 
are not very significant. 

Accuracy of the centrifuge method: The same materials were 
estimated by means of Inoue’s centrifuge method also, applying 
each of the three reagents mentioned above. In order to convert the 
V. value to the percentage protein, Inoue computed the factor, 
with which the V,, should be multiplied. Naturally the factor 
differs according to the volume corresponding to the unit division 


Theoretically the percentage error should be computed against the 
Kjeldahl value, but for practical purposes it is better computed againt the 
observed data. 
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of the sedimentation tube. We computed the same with our tube 
Kjeldahl value in %o 


(1 division =3.2 emm.) by the factor, pisces ; 
« in division of the tube 


which the average is as follows: 


Factor for Esbach’s reagent 0.111+0.0014 
" » Tsuchiya’s reagent 0.119+0.0018 
. » Sueyoshi’s reagent 0.259 + 0.0030 


Now, multiplying each V., with the corresponding factor, the 
error, i.e. the deviation of each observed protein content from the 
Kjelahl value, was calculated for each estimation. It is obvious 
that the mean of these errors should be zero, but the standard 


TABLE I. 
Original Sedimentation Method. 


Kjeldahl Sedimentation method (%) 
No. estimation 
(%0) Esbach Tsuchiya Sueyoshi 
Al 9.02 7.90 10.40 8.90 
2 8.48 6.80 9.40 9.30 
3 8.35 7.00 9.20 8.80 
4 7.38 6.30 7.90 7.30 
5 7.09 5.60 6.40 6.60 
6 6.76 5.40 7.30 6.30 
7 6.25 5.20 6.60 5.60 
8 isa 5.00 6.20 5.20 
9 5.05 3.60 4.10 4.60 
10 4.79 4,20 5.30 5.10 
11 4.50 4.40 5.40 3.90 
2 4.35 3.70 4.70 4.00 
3 4.10 4.30 4.40 3.50 
14 4.00 4,20 3.50 4.50 
15 3.98 | 3.70 4.40 3.60 
16 3.79 3.10 4.00 3°50 
ily/ 3.01 4.00 3.70 4.00 
18 3.49 2.70 3.00 3.30 
19 3.49 . 3.70 4.00 3.90 
20 3.32 3.50 3.60 3.00 
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deviation has a certain value for each reagent, which gives in our 


estimations, 
with Esbach’s reagent 6 =8.68+0.95 
» Tsuchiya’s reagent o=9;3641.02 


» sueyoshi’s reagent 6=7.38+0.81 

Here we see that Sueyoshi’s is the best reagent while Tsu- 
chiya’s is the worst, and also that the three standard deviations 
are somewhat smaller than for the original methods. This latter 
meaus that the centrifuge method gives a more accurate result than 
the original one, though the superiority on this point is not very 
striking. The marked superiority of the centrifuge method still 
consists in the fact that the result is obtainable within 30 minutes. 

In the above computations, the data obtained by Inouye’s 
simplified procedure were treated. More accurate data obtained 
from the three readings give similar results, so that they are not 
discussed here, and the data are given in parentheses in Table II. 


TasLeE II. 
Esbach’s reagent | Tsuchiya’s reagent} Sueyoshi’s reagent 
Kjeldahl 3 ‘ ; 

No estimation Nie 0.111 Wee 0.119 = 0.259 
(%) | (in division) Oe (in division) Cus (in division) Co 

1 9.02 83.4 (82.6) 9.26 | 80.0 (80.3) 9.52 | 36.4 (86.2) 9.43 
2 8.48 71.0 (70.0) 7.88 | 72.4 (72.4) SiGQamoos0NGorD) 9.07 
3 8.35 80.3 (80.0) | 8.91 | 77.0 (77.4) | 6.16 | 33.7 (33.2) | 8.73 
4 7.38 70.2 (70.0) 7.79 | 63.2 (63.7) 7.52 | 31.3 31.0) 8.11 
5 7.09 58.0 (59.0) 6.44 | 58.2 (53.0) 6.33 | 29.5 (29.7) 7.64 
6 6.76 60.2 (60.0) 6.68 | 56.4 (56.0) 6.71 | 25.0 5-3) 6.48 
ef 6.25 55.6 (55.0) 6.17 | 51.0 (50.5) 6.07 | 23.0 (22.8) 5.96 
8 arial 55.3 (55.0) 6.14 | 51.8 (52.1) 6.16 | 20.7 (20.0) 5.36 
9 5.05 36.7 (36.9) 4.07 | 36.6 (36.2) 4.36 | 18.2 (18.0) 4.71 
10 4.79 43.1 (44.0) 4.78 | 40.8 (40.9) 4.86 | 19.4 (19.6) §.02 
11 4.50 49.1 (49.8) 5.45 | 45.0 (45.0) 5.36 | 15.7 (15:3) 4.07 
12 4.35 38.1 (388.5) 4.23 | 36.5 (86.3) 4,34 | 15.0 (15.3) 3.89 
13 4.10 41.6 (41.3) 4.62 | 40.3 (40.1) 4.80 | 14.4 (14.4) 3.73 
14 4.00 35.2 (35.0) 3.91 | 27.0 (26.5) 3.21 | 16.3 (16.4) 4.22 
15s 3.98 35.4 (35.0) 3.93 | 33.8 (33.4) 4.00 | 15.7 (15.9) 4.07 
16 3.79 BPS (GI25)) 3.61 | 30.7 (30.0) 3.65 | 14.0 (14.4) 3.63 
17 Syl 34.2 (34.8) 3.80 | 31.0 (81.0) 3.69 | 14.7 (14.8) 3.81 
18 3.49 30.2 (30.6) 3.35 | 27.8 (28.0) 3.31 | 13.3 (13.4) 3.44 
19 3.49 33.3 (33.0) 3.70 | 28.6 (29.0) 3.40 | 16.3 (16.5) 4.22 
20 3.32 33.2 (33.2) 3.69 | 29,7 (30.0) 3.03 | 12:2/(12:2) 3.16 


Veo in parentheses are those computed from three successive readings. 
The %o converted from them are omitted in this table. 
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CoNCLUSIONS. 


Of the three clinical methods of estimating the protein present 
in a pathological urine, namely, Esbach’s, Tsuchiya’s and 
Sueyoshi’s, the last gives the most accurate result, the first the 
least. When Inoue’s centrifuge method is applied to them, the 
accuracy is somewhat increased, and in this case, Sueyoshi’s 
reagent is still the best, and Tsuchiya’s, the worst. 
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BEITRAGE ZUR RIVALTA’SCHEN REAKTION. 


Von 


S. KOZAWA, R. IWATSURU, UND T. ADACHI. 
(Aus der II, Med. Klinik d. Kaiserl. Universitdét eu Osaka.) 


(Hingegangen am 27. Februar 1933) 


Zur klinischen Unterscheidung der Korperfliissigkeiten ist die 
Rivalta’sche Reaktion sehr wichtig, die bekanntlich darauf 
basiert, dass das Exsudat beim Abtropfen in essigsauer gemachtes 
Wasser im 200cem Messzylinder sich triibt und der sich dabei 
bildende Niederschlag bis zum Grunde des Messzylinders reicht, 
wahrend im Gegensatz hierzu das Transsudat nur eine schwache 
Triibung aufweist, welche in Richtung zum unteren Pol gianzlich 
verschwindet. Der Eiweissgehalt des Exsudates ist angeblich tiber 
4%, wahrend der des Transsudates immer unter 2.5% . bleibt. 
Reuss(1879), Runeberg(1881), Furukawa und Noda(1925), 
Hoffmann (1889) und Beranheim (1893) haben alle diese selbe 
Erscheinung einer genauen Untersuchung unterworfen und kamen 
zu denselben Schlitissen. 

Hiruma (1923) von unserer Klinik priifte die Rivalta’- 
sche Reaktion in Hinsicht auf Elektroosmose und behauptet, dass 
das H* beim Exsudat 0.214 .10-? (im Phosphatgemisch), 0.36 .10-+ 
(im Acetatgemisch), 1.13 .10-*(im Citratgemisch) betragt, wahrend 
beim Transsudat das H’ viel niedriger bleibt. Bei Uberpriifung 
dieser Ergebnisse kamen wir zu der Annahme, dass hierbei der 
Hiweissgehalt unberiicksichtigt geblieben ist. Wir haben deshalb 
zuerst nach unserer vorhergehenden Arbeit (Biochemische Zeit- 
schrift, soeben erscheinen, 1933) das Hiweisspulver aus dem Ex- 
sudat, dem Transsudat sowie der Odemfliissigkeit dargestellt und 
hiervon den Albumin/Globulin-Quotienten, die Aminosaurebestand- 
teile ete. genau ermittelt. 

Dann wiederholten wir die Untersuchungen der Rivalta’- 
schen Reaktion, jedoch von einem anderen Gesichtspunkte aus- 
gehend, indem wir das native Exsudat so stark mit physiologischer 


375 


376 Kozawa, Iwatsuru und Adachi: 


Kochsalzlésung oder destilliertem Wasser verdiinnten, bis wir mit 
der KjeldahIlmethode 1.0% Hiweissgehalt feststellen konnten ; das 
Transsudat wurde im Faust-Heim’schen Apparat bei Zimmer- 
temperatur schnell verdampft, bis ebenfalls eine 1%ige Hiweiss- 
losung erzielt wurde. 

Die Ergebnisse unserer Experimente sind die folgenden: 

Aus der Tabelle I sieht man, dass das Eiweiss aus dem Exsudat 
in Bezug auf a-Aminosiiuregehalt (81%), baw. Tyrosin- (5:090)), 
Histidin- (1,1%) und Tryptophangehalt (1,4%) von dem des 
Transsudates nicht wesentlich abweicht. 

In der Tabelle II kann man sich davon tiberzeugen, dass die 
Hiweissarten aus dem Exsudat, dem Transsudat sowie dem Gewebs- 
saft in Hinsicht auf den Albumin-Globulinquotienten und den iso- 
elektrischen Punkt kaum voneinander abweichende Werte besitzen, 
und zwar sind diese mit denen des Blutplasmas identisch. 

Aus den Versuchen in Tabelle III geht hervor, dass die 
Rivalta’sche Reaktion beim eiweissereichen Exsudat noch bei 
stufenweiser Verdiinnung bis auf 2.0% Eiweiss sicher positiv 
ausfallt, wahrend sie bei weniger als 1.0% Eiweiss immer negative 
Resultate zeigt. Es ist dabei gleichgiiltig, ob das Exsudat mit 
physiologischer Kochsalzlosung oder mit destilliertem Wasser ver- 
dinnt wurde. 

Beim Transsudat fallt erst nach Eindampfen die Rivalta’- 
sche Probe positiv aus, wenn der EHiweissgehalt mindestens 1.5% 
ubersteigt ; doch selbst dann kommt es vor, dass sie in vereinzelten 
Fallen negativ ausfallt; bei iiber 2.0% jedoch ergeben sich stets 
positive Werte. 

Aus den obigen Experimenten ist ersichtlich, dass die 
Rivalta’sche Probe in der Hauptsache vom Eiweissgehalt ab- 
hangig ist, und dass das Eiweiss im Exsudat gegen das im Trans- 
sudat keine wesentlichen Unterschiede zeigt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Aminosaiure-Komponenten des Eiweisses im Trans- 
sudat, im Exsudat sowie in den anderen Odemfliissigkeiten sind fast 
identisch. 
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fliissigkeiten, aus denen 
gewonnen wurde 


Isoelektrischer Punkt der 
1%igen Hiweisslésungen 
(Hiweisspulver aus dem 
Transsudat, welches 
nach unserem Verfahren 
wieder in Lésung 


Bemerkung gebracht wurde.) 
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1011 fe 1.0 | 49:51| 53:47| 03 4.3 4.4 4.4 

1006 = 15 43°57) = 4.3 4.4 4.4 

1012 = 0.5 | 44:56 0.06 | 43 |44-42| 44 

1008 os 13 50:50 = 4.3 44 44 

1009 = 18 52:48 | 48:52| — 4.3 44 4.4 

1010 + 1.5 42:58 | 55:45| — 4.3 44 4.4 

1010 2 0.6 | 52:48] 59:41| —-- 4.3 4.4 4.4 

1017 = 1.5 53:47 | 48:52 | 0.1 4.3 44 4.4 
1015 a 5.2 51:49; — 4.3 4.4 | 4,4-4.2 

1012 x 2.3 57:43 0.1 4.3 4.4 44 
1004} — 0.2 46:54 | 58:47 0.2 4.3 44 | 44-42 

1008 = 0.6 | 54:46] 43:57 | 20.0 4.3 |4.6-44| 44 

| 
(004s el, 05 ea 43 146-44] 4.4 
1006 ~ 0.6 | 52:48] 54:46] 10.0 43 | 46-44] 4.4 
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FORTSETZUNG 


Exsudat 


Krankheitsarten 


Versuchsnummer 


Alter u. Geschlecht 


Character der Korper 
das Eiweiss 


_ bo 4 é 
2 @ He 2 2B = 
aes S's Sg 
Digan stay rd a Ad de 
rece oo 52 
She igh ag 
i = a 
XV | 56 S.| Ascites gelbl. getriibt | Leukozyten massenhaft, 
Lymphozyten reichl. 
Boe eae XVI | 362 gelbl. klar Leukozyten massenhaft, 
oni Erythrozyten wenig 
XVII | 2386 4 oh Leukozyten wenig 
AVAL || Sires a gelbl. getriibt | Leukozyten massenhaft, 
Erythrozyten wenig 
Barienitis XIX | 546 of braunl. klar Leukozyten massenhaft, 
Shere DOK || BIAS Fs gelbl. braunl. | Leukozyten massenhaft, 
getrubt Epithelzellen reichl. 
ORE | 2} ees - gelb. Leukozyten massenhaft, 
Lymphozyten massenhaft 
XXII | 50 ¥.| Pleural- griinl. gelbl. Leukozyten massenhaft, 
fliissigkeit| schleimig Lymphozyten reichl. 
XXIII | 2186 ne gelbl. getriibt | Erythrozyten massenhaft, 
tube Plen: Leukozyten massenhaft. 
obs XXIV | 268 5 grin. braunl. | Erythrozyten massenhaft, 
getriibt | Lymphozyten massenhaft 
DXOQY || POE % gelbl. klar | Leukozyten massenhaft, 
| Erythrozyten wenig 
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TABELLE II. 


-Eiweiss 


fliissigkeiten, aus denen 
gewonnen wurde 


| Bemerkung 


Isoelektrischer Punkt der 
1%igen Hiweisslosungen 
(Hiweisspulver aus dem 
Exsudat, welches 
nach unserem Verfahren 
wieder in Losung 


gebracht wurde) 
3 = : Ss Als a—~ Be 8 a pis cael 
ed aa u es) mM . RB BS 2 4b 
N ey] Re ES boll ds) OR aa) os se) 1S 
g S a = alc |e Es =a <a 3 a 
n = a see | feStcls wh es 
1024 + 6.0 50:50 54:46 — 4.3 4.4 4.4 
1015 ce 4.8 — 4.3 4.4 4.4 
1008 — 0.8 39:61 56:44 0.5 4.3 4.4-4.2 4.4 
1020 5 7.0 55:45 — 4.3 4,4—4.,2 4.4 
1018 te A) 62:38 53:47 — 4.3 4.4 4.4 
1012 4.5 — 4.3 4.4 4.4 
1018 at 2.2 Ay s 83 61:39 — 4.3 4.4 4.4 
1022 + 7.0 49:51 —— 4.3 4.4 4.4 
1010 + 6.0 42:58 — 4.3 4.4 4.4 
1016 SP 4.0 58:42 — 4.3 4.4-4,2 4.4 
1022 ie 6.5 42:58 0.3 4.3 4.4 4.4 
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2. Der Albumin/Globulin-Quotient der oben genannten drei 
Hiweissarten ist nahezu der gleiche (50:50). 

3. Der isoelektrische Punkt des Hiweisses in den drei ge- 
prutten Fallen liegt gleichmassig auf PH=4.4 (bei bestimmten 
Salzkonzentrationen). 

4. Die Rivalta’sche Reaktion hangt hauptsaichlich vom 
Hiweissgehalt der Korperfliissigkeiten ab. Sie fallt bei mehr als 
2.0% EHiweiss immer positiv aus, bei weniger als 1.0% stets negativ, 
doch kann die Salzkonzentration der Fliissigkeiten grossen Einfluss 
auf sie ausiiben. 
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UBER DAS SCHICKSAL DER DEHYDROCHOLSAURE 
IM KROTENORGANISMUS. 


Von 


SHIGETOSHI SHIBUYA. 


(Aus dem Biochemischen Institut zu Okayama, Japan. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 25. Februar 1933) 


In der vorigen Mitteilung (1933) wurde schon erwihnt, dass 
beim Hundeorganismus etwa 2% der verfiitterten Dehydrochol- 
saure in dessen Fistelgalle unveraindert wieder ausgeschieden 
werden. 

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die Dehydrocholsiure 
zum Teil im Tierorganismus unverandert bleiben kann. 

Nach den Untersuchungen vieler Autoren, wie Karasawa 
(1926), Rosenthal (1927), Tashiro (1925) und Grassmann 
(1931) soll die gekuppelte Gallensiure im Tierorganismus nicht 
nur in Aminosdéure und Gallenséiure zerlegt, sondern auch die 
Gallensaiure selbst so erheblich veraindert werden, dass sie ihre 
wichtige Pettenkofersche Reaktion verlieren kann. Dieser 
Beweis fiir den Abbau der Gallensaéure im Tierorganismus beruht 
entweder auf ihrer Farbenreaktion und Oberflachenaktivitat, oder 
auf der gasometrischen Reaktion der gekuppelten Gallensaure. 

Nach Wieland und Alles (1922) soll ein Gallenséurederivat 
in dem Bestandteile des Hautdriisensekretes der Kroten vor- 
kommen, welecher durch Hydrierung in Desoxycholsaure umge- 
wandelt wird, wihrend die Wintergalle der Kréten hauptsachlich 
eine mit Desoxycholsiure isomere Bufodesoxycholsaure nach 
Okamura (1928) enthalt. Demnach kann man wohl annehmen, 
dass die Gallensiure im Krétenorganismus verandert werden kann. 
In diesem Sinne hat Higashi (1930) Kroten eine gewisse Menge 
von Cholsiure subeutan verabreicht, den Harn untersucht und 
gefunden, dass sie zum Teil unverandert im Harn ausgeschieden 
wird. Daher habe ich das Schicksal der Dehydrocholsaure im 


385 


386 S. Shibuya: 


Krétenorganismus im Sommer untersucht, wobei sie als Natrium- 
salzlésung subeutan verabreicht wurde. 

Aus dem Harne wurde ein perlmutterglinzender Nadelkristall 
erhalten, der in Alkohol, Azeton und Hisessig leicht-, aber in 
Wasser, Ather und Petrolather nicht loslich ist. Er zeigte keine 
Pettenkofersche und Myliussche Reaktion und schmilzt bei 
258°C. Seine spezifische Drehung betrug +28.7°. Nach seiner 
Analyse und Dioximbildung mit Hydroxylamin ist der Kristall 
héchstwahrscheinlich eine Diketoxycholansaure. 

Nach Borsche wird die Dehydrocholsaure durch katalytische 
Hydrierung in eine Redukto-(3)-dehydrocholsaure umgewandelt. 
Ihre Kristallform ist auch eine Nadel, aber ihr Schmelzpunkt liegt 
viel niedriger (186-187°C) als derjenige der aus dem Krotenharn 
isolierten Diketosiure. Wenn diese Annahme zutrifft, so muss die 
neue Diketosiure durch die Reduktion der 7ten oder 13ten Keto- 
eruppe im Dehydrocholsdauremolektil entstanden sein, indem die 
obengenannte Ketogruppe in die Oxygruppe umgewandelt wird. 
Oder es ist auch moglich, dass die im Krotenorganismus eebildete 
Redukto-(3)-dehydrocholsaure von Borsche aufs neue in ihre 
Stereoisomere verwandelt im Harne ausgeschieden wird. Die neue 
Reduktodehydrocholsaure mochte ich Isoreduktodehydrocholsaure 
nennen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Die verabreichte Dehydrocholsdure schmilzt bei 237°C und 
hat [a]Jp= +30.1. 

Zum Versuche wurden 51 gut ausgewachsene, kraftige Sommer- 
kroten (Bufo vulgaris Japonica) verwendet, die wahrend des Ver- 
suches (15 Tage) keime Nahrung aufnahmen, jedoch wurden ihre 
Korper von Zeit zu Zeit mit Wasser befeuchtet. 

Im Sommer wurden den Kroéten je 3-5cem einer 1%igen 
Natriumdehydrocholat- und Glykokollésung einen Tage um den 
andern subeutan verabreicht, und der in 24 Stunden sezernierte 
Harn durch Katheterisieren gesammelt. Die verabreichte Dehydro- 
cholsiuremenge betrug insgesamt 14g, die Glykokollmenge 3 ¢ 


oD 
und der gesammelte Harn 2320cem. Der esammelte Harn war 
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auf Lakmus fast neutral; sein spezifisches Gewicht betrug dureh- 
schnittlich 1,015. 


Tsoreduktodehydrocholsiure. 

2.32 Liter Krétenharn wurden auf dem Wasserbade bis zum 
Trocknen abgedampft, der Riickstand mit Alkohol extrahiert und 
filtriert. Das Filtrat wurde von Alkohol befreit und unter Zusatz 
von geringen Mengen Natriumearbonat in Wasser gelést. Dann 
wurde die Losung mit verdtinnter Salzsdéure angesduert ; die dadurch 
ausgeschiedenen gelbbraunen, flockigen Massen wurden abfiltriert 
und mit kaltem Wasser gut gewaschen. Die Ausbeute betrug ca. 
9.9g. Der Niederschlag wurde wieder in verdiinnter Sodalésung 
gelost, mit einer 5% igen Hisenchloridlésung versetzt und von der 
Fallung abfiltriert. Diese Hisenfallung wurde mit Soda zersetzt 
und filtriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade bis zum 
Trocknen abgedampft, der Riickstand erst in fein pulverisierter 
Form mit Ather 24 Stunden lang im Soxhletapparat einer er- 
schopfenden Extraktion unterworfen und dann mit absolutem 
Alkohol extrahiert. Der alkoholische Extrakt wurde unter Zusatz 
von ein wenig Wasser mit Tierkohle entfarbt. Das von Alkohol 
befreite Filtrat wurde mit verdtinnter Salzsaure angesauert. 

Die dabei ausgeschiedene, weisse, flockige Masse wurde ab- 
filtriert, mit Wasser gut gewaschen, im Vakuumexsiccator getrock- 
net und aus moglichst wenig Essigither zweimal umkristallisiert. 
Dann wurde sie aus verdtinntem Azeton mehrmals umkristallisiert. 
Die Ausbeute betrug 0.7 g. Aus verdiinntem Azeton kristallisiert 
sich diese Masse in schonen perlmutterglanzenden Nadeln, die in 
Hisessig, Alkohol und Azeton leicht, in Ather schwer léslich und 
in Wasser unloslich sind. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 
110°C schmilzt der Kristall bei 258°C. Der Mischschmelzpunkt 
mit der Dehydrocholsiure (237°C) zeigt eine deutliche Depression. 
Der Kristall gab keine Pettenkofersche, Myliussche, Ham- 
marstensche, Liebermannsche und Hisenchloridreaktion. Er 
nimmt kein Brom an und entfarbt eine Permanganatlosung nicht. 
Er ist nicht stickstoff- und nicht schwefelhaltig und schmeckt bitter. 

Zur Verseifung wurde 0.1¢g Siéure mit 10 ccm einer 5%igen 
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Natronlauge 6 Stunden lang unter Riickfluss gekocht. Die mit 
verdiinnter Salzsiiure ausgefallte Masse wurde aus Azeton um- 
kristallisiert. Sie sechmilzt bei 258°C. Der Mischschmelzpunkt mit 
der urspriinglichen Saure zeigt keine Depression. Die Saure wurde 
also durch die Hydrolyse mit Natronlauge gar nicht verandert. 

Titration: 0.101 g Substanz brauchten 2.55 eem N/10 NaOH 

Aquivalent fiir Co4sH3605 Ber. 404 

Gef. 396 
Die spezifische Drehung zeigt in 1.098%iger Loésung in Azeton, 
a=+0.63, 2 dm. 
[a]o=+28.7 


Analyse: 
4.978 mg Substanz gaben 13.055 mg COs und 3.960 mg H2O 
4.991 ,, pe eel3.050 a. ele eC ee 
fiir Co4H 3602 Ber. C 71.04% H 8.91% 


C 71.42. 8.98.5 


Tsoreduktodehydrocholsiuremethylester. 

0.13 g@ der Saure wurden in ein wenig Methylalkohol gelost 
und mit eimer atherischen Diazomethanlosung versetzt. Aus der 
verdiinnten Methanollosung schied sich der Methylester in sch6nen, 
langen Nadeln ab, die nach dem Trocknen in Zimmertemperatur 
bei 105°C sintern und bei 126°C schmelzen. 2 Stunden im 
Trockenschrank bei 110°C getrocknet verlieren sie Kristallwasser 
und verwandeln sich zu einer weisslichen Masse, die bei 136°C 
schmilzt. Diese lést sich spielend leicht in Chloroform, Ather und 
Methanol. 

Bestimmung des Kristallwassers. 
59.3mg Substanz beim Trocknen bei 110°C verloren 2.4mg Gewicht. 

fiir Co;H3s05.H20 Ber. 4.12% HO 
Gef. 4.04,, H.O 

Dle spezifische Drehung zeigt in 0.545%nger Losung der 

kristallwasserhaltigen Substanz in Methanol, a=+0.31, 2 dm. 
[a]Jo= + 28.44 
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Analyse: 
4.800 mg Sub. gaben 12.250 mg COz und 3.980 mg H20 
fiir Co;H3g05.H2O Ber. C 68.76% ; Jal 9.26% 


Gef. C 69.33 ,, ; H 9.23 ,, 


Iso-reduktodehydrocholsduremethylesterdioxim. 


0.18 g¢ Ester, suspendiert in 50cem Methanol, wurde mit 
0.11 g¢ Hydroxylamin-chlorhydrat in 0.25 cem, und mit 0.25 ¢ 
kristallinischem Natriumacetat in 0.5ccm Wasser versetzt und einen 
halben Tag auf dem Wasserbade erwairmt. Dabei resultiert 
zunachst eine klare Losung, die nach einiger Zeit anfangt, das 
Oxim in flimmernden Blattchen abzuscheiden. Die rohe Aus- 
beute betrug 0.17g. Nach wiederholter Umkristallisation aus 
siedendem Methanol unter Zersetzung schmilzt das Oxim bei 
248°C. Die spezifische Drehung zeigt in 0.305%iger Losung in 
Methanol, a= + 0.15, 2 dm. 

[a]o= + 24.59 
Analyse: 
4.620 mg Sub. gaben 11.300 mg COz und 3.650 mg H2O 
DBO 2a ce Pe SO eG shee re POLO Cans. 
fiir Co;H4005N2 Ber. ©°66.91% ;. 8.99% 
Gefs.C 66.73 5457 Hi 8.84... 
C 66.94, <1 3.88. ,, 
3.325 mg Substanz gaben 0.179 ecm feuchten Stickstoff bei 
23°C und 764 mm. 
3.220 mg Substanz gaben 0.173 mg feuchten Stickstoff bei 
22°C und 769 mm. 
fiir Co5H4905Ne Ber. 6.25% N. 
Gef. 6.24,, ,, 
Las as 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER GALLENSAURE 
AUS DER FISTELGALLE DES KANINCHENS. 


Von 


SHIGETOSHI SHIBUYA v. TOSHIYUKI TANAKA. 


(Aus dem Biochemischen Institut zu Okayama, Japan. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1933) 


Ks ist im allgemeinen bekannt, dass die Lebergalle viel diinner 
ist als die Blasengalle, und dass in ersterer viel weniger Gallensiure 
enthalten ist als in der letzteren. Die Isolierung der Gallensdure 
aus der Fistelgalle nimmt also eine gréssere Menge von Galle in 
Anspruch. 

Was die Gallensaure des Kaninchens betrifft, so haben viele 
Autoren, wie 8S. Okamura und T. Okamura, Sekitoo, 8S. Oka- 
mura, Fujiwara u. Fukase dieselbe untersucht und gefunden, 
dass die Gallensaure der Kaninchengalle hauptsdchlich aus Gly- 
kocholeinséure besteht. Nach S. Okamura und T. Okamura, 
soll aber die Fistelgalle des Kaninchens nur aus Cholsaure bestehen. 
Jedoch muss auch Glykocholeinsaure in der Fistelgalle vorkommen. 
In diesem Sinne haben wir unter Zufuhr von Dehydrocholsaure 
die Fistelgalle untersucht und aus ihr Glykocholeinsaure nach 
Sekitoo gewonnen. 

Dehydrocholsaure ist bekanntlich ein gutes Cholereticum, und 
aus dem Ergebnis geht hervor, dass bei der Gewinnung der Gallen- 
saure aus Fistelgalle die Zufuhr von Dehydrocholsaure vor- 


zunehmen ist. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Den gallenblasenfisteltragenden Kaninchen wurden tiglich 
10 cem einer 5%igen Natriumdehydrocholatlésung per os gegeben ; 
die Fistelgalle wurde gesammelt. Die verabreichte Dehydrochol- 
siituremenge betrug insgesamt 18 g und die gesammelte Fistelgalle 


3 Liter. 
391 
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Glykocholeimsaure. 


3 Liter Fistelgalle wurden auf dem Wasserbade bis auf 500 cem 
eingeengt und durch Alkohol von Muein befreit. Das von Alkohol 
befreite Filtrat wurde mit einer 5% igen Hisenchloridlosung ver- 
setzt und von der Fallung abfiltriert. Diese Eisenfallung wurde 
mit Sodalésung zersetzt und filtriert. Das Filtrat wurde auf dem 
Wasserbade bis zum Trocknen abgedampft, und der getrocknete 
Riickstand in feiner pulverisierter Form mit Ather 24 Stunden 
lang im Soxhletapparat einer erschopfenden Extraktion unter- 
worfen. Die von Ather befreite Masse wurde mit absolutem 
Alkohol extrahiert und unter Zusatz von ein wenig Wasser mit 
Tierkohle entfarbt. Das von Alkohol befreite Filtrat wurde mit 
Kochsalz ausgesalzen. Diese grauweisse Aussalzung wurde wieder 
in Wasser gelost und mit verdiinnter Salzsaure angesauert. 

Der abfiitrierte Niederschlag wurde mit kaltem Wasser gut 
gewaschen. Die Ausbeute betruge ca.14¢. Dieser Niederschlag 
wurde in Alkohol gelost und unter Zusatz von ein wenig Wasser 
mit Tierkohle entfarbt. Das entfarbte und erwarmte Filtrat 
wurde so lange mit heissem Wasser versetzt, bis eine bleibende 
schwache Trtibung entstand. Nach dem Erkalten schieden sich 
schone, weissliche, lange Nadeln ab. Diese Nadelkristalle wurden 
mehrmals aus Alkohol umkristallisiert. Die Ausbeute betrug 
ca. 0,6 g. 

Nach dem Trocknen im Vakuum bei 90°C schmilzt der Kristall 
bei 186°C. Er zeigt die Pettenkofersche, aber keine My lius- 
sche Reaktion. Er ist stickstoffhaltig und schmeckt bitter. 

Titration: 0,095 g Substanz brauchten 2,25 cem N/10 NaOH. 

Aquivalent fiir C17H3s02 (CogH4303N)¢ Ber. 429,4 

Gef. 422,2 
Die spezifische Drehung zeigt in 0,978%iger Losung in absolutem 
Alkohol, a= +0,98, 2 dm. 
[a]p= + 48,56 
Analyse: 


3,019 mg Sub. ergaben 0,076 cem feuchten Stickstoff bei 23°C 
u. 769 mm. 
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3,224 mg Sub. ergaben 0,082 cem feuchten Stickstoff bei 23°C 


u. 769 mm. 
fir C1z7H3402(CogH4305N) g Ber. 2,92% N. 
Gef. 2,94.,, ,, 
OO es 


Desoxycholsdure. 

Zur Verseifung wurden 0,3¢ Glykocholeinsiure mit 20 ecem 
5%iger Natronlauge 36 Stunden lang unter Riickfluss gekocht. 
Die mit Salzsiure angesdiuerte Fallung wurde aus heissem Hisessig 
mehrmals umkristallisiert. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 
110°C, 18 Stunden lang, schmilzt die Saure bei 172°C. 

Titration: 0,0472 ¢ Substanz brauchten 2,45 cem N/20 KOH. 

Aquivalent ftir Co,H4 904 Ber. 391 

Gef. 385 
Die spezifische Drehung zeigt in 0,385%iger Losung in absolutem 
Alkohol, a=+0.44, 2 dm. 
[a]p= +57,14 
Analyse: 
4,481 mg Sub. gaben 12,005 mg CO» u. 4,120 mg H20. 
4,789 me ,, Pe. SOMO w 2 a ocUmme 
fiir Co,sH4oO4 Ber. C 73,43% H 10,27% 
Get C.73,10°...  H-10,29-.., 
Cr 13,5025 <ckle LOGO R, 


Salzsaurer Glykokollathylester. 

Das von Desoxycholsaure befreite salzsaure Filtrat wurde zum 
Trocknen gebracht, und aus dem Riickstand in iiblicher Weise 
kristallinisches Glykokollesterchlorhydrat gewonnen, das bei 144°C 
schmilzt. Die Ausbeute betrug 10 mg. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


XVI. The Effect of Irradiated Narcotin on Experimental 
Scurvy. 


By 


JITHUICHI SHIMADA, 
(From the Laboratory of Biological Chemistry, Tokyo Jikei-Kwai 
Medical College, Tokyo. .Director: Prof. T. Nagayama.) 


(Received for publication, March 2, 1933) 


I. [yrropuction. 


On January 1932, A. Rygh, O. Rygh and P. Laland re- 
ported that there can be seen a certain relation between vitamin C 
and narcotin, an opium alkaloid: narecotin is a provitamin C and 
is widely contained in unripe fruits, but it decreases in proportion 
to the growing ripeness of the fruits, becoming transformed into 
vitamin ©. Aceording to Rygh’s experiments performed with 
various narcotin derivatives, it can be seen that methylnornarcotin 
(O-diphenol) has the most prominent curative effect upon experi- 
mental scurvy. Furthermore, an irradiated nareotin showed also 
a shght antiscorbutie potency, i.e., it could protect the guinea pigs 
from scurvy in daily doses of 2 to 0.001 mg. Although all the 
animals were completely free from scurvy, they died as did the 
control ones, within 3 to 4 weeks. I have also investigated the 
effect of the irradiated narcotin upon experimental scurvy. 
Towards the end of my experiment, there were published a number 
of papers against Ry gh’s work, such as Smith and Zilva (1982), 
Tillmans and Hirsch (1932), Dalmer and Moll (1932), and 
Britiggemann (1932). These authors stated that no relation 
could be found between narcotin and vitamin C; i.e., the irradiated 
narectin, as well as the methylnormarcotin, has no antiscorbutic 


potency. 


Il. THE METHOD FOR THE PREPARATION OF THE IRRADIATED 
NARCOTIN. 


We have prepared the irradiated narcotin following Rygh’s 
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description (1932). A quartztube provided with a stopp-cock and 
capable of holding 20 eem, containing 0.8 gm. of narcotin (merck) 
and 18 cem of redistillated acetic ether is evacuated to 2 mm., cool- 
ing the tube by means of a freezing mixture. It is then irradiated 
by a quartzlamp (7.5 Amp.) for 34 hours, at a distance of 25 em. 
rotating the tube all the time. The tube gets warm to 43°C by the 
irradiating and the narcotin is dissolved in acetic ether to yellow 
solution after about an hour. The acetic ether is evaporated in a 
desiccator, evacuating by means of an aspirator and the residue 
is dried over sulphuric acid, and then recrystallised from alcohol. 
They are generally needle-shaped crystals, yellow in color, and 
melted at 173°C. The melting point of the irradiated crystals 
prepared by Ry gh is reported to be 172°C. Therefore, our crystals 
have to be identical with those of Rygh’s ones. These preparations 
are partly kept in an evacuated brown desiccator and partly in a 
brown vessel filled with nitrogen gas. 

Dalmer and Moll (19382) employed a different way from 
Ry gh’s original one for the preparation of the irradiated narcotin. 
They dissolved the narcotin in alcohol instead of in acetic ether, 
and irradiated it under complete cooling. However, O. Rygh and 
A. Rygh (1932) have suggested that it must be irradiated in a 
warm condition; otherwise it will be quite inactive. 


Ilf. THE METHOD FOR FEEDING EXPERIMENT. 

For the present experiment, guinea pigs, weighing about 
500 gms., were employed and Sherman’s ration was used as a 
vitamin C free basal diet. Each definite amount of irradiated and 
non-irradiated narcotin was weighed just before using it, and dis- 
solved in 1% tartaric acid so that a daily dose per guinea pig was 
contained in each 0.5 cem. of the acid. The animals were fed on 
Sherman’s vitamin C free basal diet and fresh radish juice for 
one week, and then the fresh radish juice in the ration was 
replaced by boiled juice for the scorbutic experiment. They were 
divided into three groups: To the first group, various amounts 
of irradiated narcotin were given orally or subcutaneously while 
to the second and the third groups, the non-irradiated narcotin 
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and the tartaric acid were administered respectively. 


IV. Resuuts or tHE EXPERIMENT. 


A. Experiment with irradiated narcotin that is kept 
m a vacuum desiccator. 

As the C-vitamin is easily destroyed by air oxygen, especially 
in the presence of sunlight, so I have kept the preparate in an 
evacuated brown desiccator. The preparate is weighed each time 
for the experiment and is dissolved in 1% tartaric acid. The 
effect of the preparate is tested on the guinea pigs fed on a vitamin 
C free diet and the following results are reached. 

As seen in Table I, in spite of giving the irradiated narcotin 
subcutaneously (5 mgs., 1mg., and 0.lmg. per day) or orally 
(2 mgs. and 0.2 mg.), the guinea pigs suffered from scurvy as in 
the cases of the control and all the animals died within 2 to 3 
weeks. 


B. Experiment with irradiated narcotin that is kept im 

nitrogen gas atmosphere. 

The desiccator which was used for the above experiment, might 
not be evacuated perfectly and it might be contaminated with 
some oxygen. For the present work, therefore, I kept the pre- 
parate in a brown glass tube (3 cm. x18¢m.), holding the rubber 
stoppers provided with stop-cocks at both ends and completely 
replacing the air in the vessel by a pure nitrogen gas. The effect 
of the preparate upon the experimental scurvy was investigated 
with 10 guinea pigs. Results as shown in Table II were obtained. 

As is shown in Table IJ, the irradiated narcotin kept in the 
manner mentioned above has also no antiscorbutie potency, and all 
the animals died from seurvy within 2 to 3 weeks. 


V. SumMMaARY. 
From the above experiments, the following conclusions are 


reached. 
1. When narcotin is dissolved in acetic ether and is irradiated 


with a quartzlamp for 34 hours at a distance of 25 cm., some needle- 
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shaped erystals, yellow in color, and melted at 173°C, are obtained. 

2. The irradiated narcotin kept in a brown desiccator eva- 
cuated as much as possible and kept in a brown glass tube filled 
with nitrogen gas has no antiscorbutie effect upon the experimental 
scurvy. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER AMPHIBIEN. 


Von 


MASAJI TOMITA U. HIDEKATSU FUJIWARA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultét in Nagasaki.) 


(Hingegangen am 7. Marz 1933) 


Versuche an einzelnen Zellen von gleichartiger Struktur bieten 
viele Vorteile gegeniiber solehen an zusammengesetzten Organismen. 
Aussere Beeinflussungen und mancherlei Lebensvorginge lassen 
sich besser feststellen, als wenn Gewebe vorliegen; die Ergebnisse 
treten im einzelnen Fall meistens klarer zutage. Unter allen 
Organen und Organismen miissen also sich entwickelnde Hier 
zuerst in Frage kommen, wenn es gilt, das Leben der Zelle vom 
Standpunkt der Biochemie aus moéglichst genau zu verfolgen. Da 
man bei dem Versuch, diese Aufgabe zu losen, oft auf die friiheren 
Entwicklungsstufen zurtickgreifen und diese zur Erklarung her- 
anziehen muss, und da die winzig kleinen Hier des Menschen und 
der Saugetiere aus leicht ersichtlichen Griinden kaum Gegenstand 
einer exakten Untersuchung werden konnen, so dienen als Haupt- 
objekt der Untersuchung vornehmlich die grobwahrnehmbaren, 
leicht zuganglichen und ausserhalb der miitterlichen nutritiven 
Sphare sich entwickelnden Hier. Naturgemass spielen sich im Hi 
wahrend der Entwicklung des Keimlings tiefgreifende chemische 
und energetische Umsetzungen ab. Die zum Aufbau und zur 
Bestreitung der Lebensbediirfnisse des keimenden Embryos not- 
wendigen Stoffe sind in Hiern, deren Entwicklung sich ausserhalb 
des miitterlichen Organismus vollzieht, genugsam vorgebildet und 
werden im Eiinhalt nach Bedarf umgesetzt und verwertet. Die 
im Hiinhalt wahrend der Bebriitung nachweisbaren chemischen 
Prozesse laufen letzten Endes naturgemiiss auf eine Uberfiihrung 
der vorhandenen Vorratsstoffe des Hiinhaltes in die in der Bildung 
begriffenen Gewebe und Organe des Keimlings hinaus. Sie be- 
stehen demnach im wesentlichen in einer Aufspaltung, Uber- 
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fiihrung und Umwandlung der organischen und anorganischen 
Substanzen der genannten Bestandteile. 

Ks ist also ein ausserordentlich verlockendes Problem, zu ver- 
folgen, wie die einzelnen Stoffe im werdenden Embryo sich zu- 
sammenfiigen, und wie schliesslich aus einer Reihe von Verbin- 
dungen die Zelle wird. Vor unseren Augen sehen wir fast plotzlich 
den Blutfarbstoff auftreten und an Menge zunehmen. Wir beo- 
bachten das erste Auftreten der Blutkérperchen, und wie die 
Muskelsubstanz, das Nervengewebe und die Anlage des ganzen 
Knochensystems sich aus der Hisubstanz formen. Bei jedem ein- 
zelnen, neu auftretenden Stoff miissten wir eigentlich verfolgen 
koénnen, auf Kosten welcher vorgebildeten Substanz des Hiinhaltes 
er gebildet wird, da von aussen keine Zufuhr erfolgt. Wir konnen 
die im Hiinhalt wahrend des Auskeimens verlaufenden chemischen 
Prozesse grundsatzlich durch successive Analyse des Eiinhaltes auf 
die in Frage kommenden Substanzen im Laufe der Entwicklung, 
womoglich unter Sonderung der auf den werdenden Embryo (samt 
Adnexen) und den verbleibenden Rest der urspriinglichen Himasse 
entfallenden Anteile erkennen. Da damit vielleicht ein Anhalts- 
punkt ftir die Beziehungen zwischen Baumaterial und fertigem 
Gebaude gefunden ware, so soll alles versucht werden, um Schritt 
fir Schritt die Zwischenglieder der Umwandlung der einzelnen 
Stoffe ineinander festzustellen. Wir wollen hoffen, dass es der 
embryogenetischen Chemie dereinst vergénnt sein wird, die Losung 
mancher Daseinsratsel ausfindig zu machen, obwohl das eben Dinge 
sind, die ihrer Natur nach nur langsam der Zukunft entgegenreifen 
konnen. 

Das Problem selbst ist hierbei bisher im wesentlichen nach 
zwei Richtungen verfolgt worden: einmal hinsichtlich des Bilanz- 
stoffwechsels der keimenden Hier (besonders Wasserhaushalt, 
Gaswechsel und Energieumsatz), dann auch, besonders in neuerer 
Zeit, hinsichtlich der im KHiinhalt ablaufenden qualitativen und 
quantitativen Verdanderungen seiner Bestandteile. Wir haben 
schon seit Jahren ziemlich ausgedehnte chemische Untersuchungen 
bei der Bebriitung des Vogel-, Reptilien- und Gastropodeneies aus- 
geftihrt. Die meisten Amphibieneier sind aber so klein, dass sie 
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sich der genauen Untersuchung entziehen. Unter ihnen sind nur 
die Kier des Riesensalamanders grobwahrnehmbar und gehéren zu 
den Ausgangsmaterialien, die dem Biochemiker zu Gebote stehen. 

Der Riesensalamander, Megalobatrachus maximus Schl. 
(Chryptobranchus japonicus) kommt nur in der siidwestlichen 
Halfte der Hauptinsel Japans vor, und zwar an verschiedenen 
Stellen der Wasserscheide. Man findet das Tier stets in kaltem, 
rasch fliessendem Wasser, 200-600 m, manchmal 1000-1500 m iiber 
dem Meere. Hier lebt es in den kleinen, klaren Quellbachen, ver- 
birgt sich an dunkeln Stellen unter Felsen, lings der Ufer oder 
in der Mitte der Strdémung. Die Hier stecken in 3-10 Fuss 
tiefen, wagerecht verlaufenden Loéchern in ruhigem Wasser. In 
dem Loche, wo man Ende August bis Anfang Oktober ein Weib- 
chen gesehen hat, findet man einen Hierklumpen. Das Weibchen 
legt seine mit Ausnahme des oberen, weisslichen Pols gelblichen, 
6-7 mm messenden Hier in rosenkranzahnlichen Schniiren ab. Die 
Legezeit des Riesensalamanders beginnt meistens Ende August und 
wahrt hochstens bis Mitte Oktober. Die Tiere legen gewodhnlich 
zwei bis fiinfhundert Hier. Die Hier sind linglich und an beiden 
Seiten in gleicher Weise abgerundet. Jedes Ei schwimmt in einer 
klaren Perivitellinfliissigkeit, die in eine gallertartige, kugelige 
Umhiillung von 1,35-1,62 em Durchmesser eingeschlossen ist; diese 
Hille ist mit der des nachsten EHies durch einen diinnen Strang 
verbunden, der ungefahr so lang ist wie die langere Achse der 
einzelnen Hille. 

Wegen der grossen Durchsichtigkeit der Kapselwand ist die 
weitere Entwicklung vom befruchteten Ei bis zum Ausschliipfen 
der Larve Schritt fiir Schritt zu verfolgen. Die Jungen schliipfen 
je nach der Temperatur des Wassers nach Verlauf von 1-2 Monaten 
aus. Bei unseren Untersuchungen verstrichen von der Hiablage 
an bis zum Aussehliipfen der Larven fast 30 Tage. 

Da es nun dusserst schwer ist, eine zur Untersuchung aus- 
reichende Zahl Riesensalamandereier zu bekommen, so blieb dieses 
Ei bei dem Studium der Embryochemie, besonders der Bebritung, 
bisher ganz unberiicksichtigt. Bei einer gliicklichen Gelegenheit 
konnten wir im vorigen Sommer iiber zweitausend Hier bekommen 
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und haben diese bei unsern chemischen Untersuchungen verwendet. 

Die Zahl der verwendeten Hier in den verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien und ihr Gewicht sind in der Tabelle [ zusammen- 
eestellt worden. 


TABELLE I. 
es lec Unbefruchtet | 1-2 Wochen | 2-3 Wochen 3-4 Wochen 
Zahl 1235 49 435 414 
ee 7 | = - Sees | eae 2s 
Gewicht | 174,5 159,6 | 1104,0 1497,5 


| 


Die Perivitellinfliissigkeit ist wasserklar. Ihr Gewicht betragt 
ungefahr 70-75% des Gesamtgewichts des bebriiteten Hies. Sie 
ist in eine gallertartige Umhiilling eingeschlossen. Das Gallert 
ist auch durechsichtig, und durch seine physikalischen Higenschaf- 
ten werden die Hier vor Schaidigungen geschiitzt. Die Verhaltnis- 
zahlen der Gewichte von Embryo (oder Dotter), Gallert und Peri- 
vitellinfltissigkeit sind in der Tabelle II zusammengestellt. 


TABELLE IT. 
Auf 100 Hier berechnet. 


Embryo oder Perivitellin- 

i : Gallert rk aa Gesamt- 
Bebriitungs- | Dotter fliissigkeit eenicnt 
dauer San Cena Ls aT a Sa a a 5 g 

os panes ashe 
: —_;——_|- aie ee — Es eet ot 
Unbefruchtet | 14,1 | 100 — | = — — 14,1 
1-2 Wochen | 12,4 | 38 82,4 25,3 | 230,9 70,9 325,7 
2-3Wochen | 9,2 | 3,6 | 538 | 21,2 | 1908 | 75,2 | 2538 
3-4 Wochen | 15,1 4,2 | 73,8 | 20,4 272,8 | 75,4 361,7 
—— SSS ——— —— - a \ — 


Auf 100 Embryos (oder Dotter) berechnet, verteilen sich die 
Nahrstoffe wie Tabelle III zeigt. 

Das Gewicht des Embryos ist demgemiiss hauptsichlich von 
dem Wassergehalt abhangig. Der Wassergehalt ist dem an Fett- 
substanz umgekehrt proportional. 

3ei der Ermittelung des Gesamt- und Reststickstoffes stellte 
sich bemerkenswerterweise heraus, dass die Gesamt- und Reststick- 
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TABELLE ITI. 


Fettfreie 


Bebriitungs- a Trockensubst. Fettsubst. Gesamt- 
dauer el E tll et gewicht 
g % g % gs % 2 
Unbefruchtet 6,9 48,7 4,7 33,6 25 Tey 14,1 
1-2 Wochen 6,8 55,9 3,8 29,6 1,8 14,5 12,4 
2-3 Wochen 4,6 50,0 351 33,7 1,5 16,3 9,2 
3-4 Wochen | 10,0 66,2 3,4 22,0 V7 11,3 15,1 


stoffmengen des Riesensalamandereies im Vergleich zu dem 
Hiuhnerei oder Meerschildkrotenei auffallend gering sind. Kreatin 
und Kreatinin sind spurweise vorhanden. 

An den Umsetzungen, welche den energetischen Bediirfnissen 
des Keimlings dienen, sind die Fettstoffe und Glykogen beteiligt. 
Freie Glukose war kaum nachweisbar. 

Wegen des Mangels an Untersuchungsmaterial konnten wir 
den Harnstoff, die Harnsaure und die Fermente nicht untersuchen. 
Dariiber wollen wir in diesem Sommer weiter arbeiten. 

Fiir die Sammlung der Hier, sowie fiir Beobachtungen und 
Mitteilungen iiber Riesensalamander sagen wir Herrn Isamu 
Mizushima unseren besten Dank. Auch Herrn Prof. Kuni- 
tomo, dem Vorstand des hiesigen anatomischen Institutes, sei 
ehrerbietig fiir seine Beihilfe gedankt. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER AMPHIBIEN. 


II. Physikalische Eigenschaften der Perivitellin- 
fliissigkeit des Riesensalamandereies. 


VON 


HIDEKATSU FUJIWARA wv. SHIGERU TSUNOO. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét in 
Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 7. Miirz 1933) 


Hs ist eine seit altersher bekannte Tatsache, dass die meisten 
marinen Tiere, in Siisswasser iibertragen, alsbald zugrunde gehen. 
Es gibt auch einige Tiergruppen, die absolut nicht befahigt 
scheinen, sich dem Salzwasser anzupassen. Dies erscheint uns 
sozusagen selbstverstandlich. Denn man weiss langst, wie empfind- 
lich tierische ebenso wie pflanzliche Zellen selbst gegen geringe 
Anderungen des osmotischen Druckes sind, geschweige denn gegen 
eine so gewaltige Konzentrationsanderung der umgebenden Fliissig- 
keit, wie sie dem Ubergange von See- zu Siisswasser und umgekehrt 
entspricht. 

Wie schon vorstehend mitgeteilt, ist der Gehalt des Embryos 
des Riesensalamanders an Wasser und Trockensubstanz in den 
verschiedenen Entwicklungsperioden nicht immer gleich. Es muss 
deshalb mit der Moglichkeit gerechnet werden, dass es sich um 
Unterschiede in der Verwertbarkeit des Wassers handelt. Gewisse 
physiologische Higentiimlichkeiten, welche einen schnellen osmo- 
tischen Ausgleich zwischen den Korpersdéften und dem umgebenden 
Medium zu verhindern scheinen, erméglichen nun manchen Orga- 
nismen ein Sicheinstellen auf die besten Bedingungen fiir die 
Anpassung an ein umgebendes Medium. Man kann also aus den 
physikalischen Eigenschaften des umgebenden Mediums die phy- 
sikalischen Existenzbedingungen der Organismen einigermassen 
erschliessen. 

Aus diesem Grunde haben wir die bis jetzt gar nicht bertick- 
sichtigten physikalischen Higenschaften der Perivitellinfliissigkeit 
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des Riesensalamandereies untersucht, in der jedes Ei bis zum Aus- 
schliipfen der Larve schwimmt. 

Um das Untersuchungsmaterial zu bekommen, wurde die 
umhiillende Gallerte zunichst mit der Pinzette oder mit Glasstab- 
chen zerrissen; dann kann mit Hilfe einer Spritze die Perivitellin- 
fliissigkeit véllig und ohne Beimischung von Dotter abgesaugt 
werden. 

Die Perivitellinfliissigkeit ist diinnfliissig, wasserklar und ganz 
farblos. Gegen Lackmus reagiert sie fast neutral. Nur im End- 
stadium der Bebriitung reagiert sie schwach sauer. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration wurde mittels Prism-Komparators von 
Michaelis ermittelt. Das spezifische Gewicht wurde stets mittels 
des Pyknometers bestimmt. Um den osmotischen Druck und die 
molekulare Konzentration zu berechnen, wurde die Gefrierpunkts- 
erniedrigunge heobachtet. Die nachfolgende Tabelle zeigt die 
Ergebnisse. 


TABELLE I. 


Bebritungsdauer 124131 A Spezifisches Gewicht 

1-2 Wochen ial 0,000 beinahe gleich dem 
des Wassers 

2-3 Wochen Mesils 0,001 5 

3-4 Wochen 6,9 0,001 


Die physikalischen Higenschaften der Perivitellinfliissigkeit 
sind also fast gleich denen des Wassers. Es ergibt sich daher, dass 
fir das Riesensalamanderei vom Anfang der Bebriitung an das 
Wasser ein ganz geeignetes Medium ist, und dass ein Stoffaustausch 
zwischen dem Embryo und der Perivitellinfliissigkeit nur in ganz 
geringem Masse sich vollzieht. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER AMPHIBIEN. 


Ill. Uber das Verhalten der anorganischen Bestandteile 
bei der Bebriitung des Riesensalamandereies. 


Von 


TOSHINORI ISEKI unp TEKI KUMON. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét in 
Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Bingegangen am 7. Mirz 1933) 


Die Botaniker haben es friihzeitig gelernt, auf ihrem Gebiete 
den Weg zu gehen, der die Frage beantworten kann, welche 
anorganischen Stoffe beim Aufbau des Organismus Verwendung 
gefunden haben, und welche von denselben auch wirklich un- 
entbehrlich waren, indem sie Pflanzen auf Medien von bekannter 
chemischer Zusammensetzung kultivierten. Die Ausbildung der 
Methode der Nahrstofflo6sungen, in denen Keimlinge der ver- 
schiedensten Pflanzen zur Entwicklung gebracht wurden, hat es 
hier ermoglicht, die einschlégigen H'ragen mit grosser Prazision zu 
beantworten. 

Viel schwieriger liegen naturgemiass die Verhaltnisse fiir die 
Tierphysiologen, und so kam es denn, dass genaue systematische 
Versuche, durch embryochemische Untersuchungen der ausserhalb 
einer miitterlichen nutritiven Sphare heranwachsenden Tierklassen 
diese Frage aufzuklaren, erst in neuerer Zeit angestellt wurden. 

Es ist ein grosses Verdienst von J. Karashima (1928), durch 
eine Reihe ebenso griindlicher wie miihevoller Untersuchungen, 
welche die Entwicklung von Meerschildkroteneiern betreffen, der 
Erforschung des Salzstoffwechsels einen Weg vorbereitet zu haben. 

Seine Untersuchungen haben ergeben, dass sich in dem 
spiteren Stadium der Bebriitung eine betrachtliche Vermehrung 
des Kalks und des Magnesiums findet, und dass dabei die Schale 
teilweise abgebaut und zum Aufbau des Embryos verwendet wird. 
Es ergab sich weiter als wesentlicher Befund, dass die anorganische 
Phosphorsiure wahrend der Entwicklung in bedeutenden Masse 
zunimmt, und dass als Phosphorquelle die organischen Phosphor- 
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verbindungen dienen. 

Zwei Jahre spiter hat der eine von uns (Iseki) in ahnlicher 
Weise die anorganischen Bestandteile in ganz verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien des Hiihnerembryos systematisch verfolgt und 
kam zu dem Schluss, dass der Kalk im ganzen Hiinhalt im Spat- 
stadium der Bebriitung betrachtlich zunimmt, wahrend er in der 
Schale abnimmt, und dass die im Hierklar urspriinglich reichlich 
vorhandenen Alkalisalze zunaichst dureh die Dotterhaut in den 
Dotter diffundieren, dort weiter mobil bleiben und in den Embryo 
iiberfiihrt werden. 

Zweecks Erginzung der Untersuchungen tiber Salzstoffwechsel 
bei der Eibebriitung sind von uns Riesensalamandereier auf das 
Verhalten der Salze wie folgt untersucht worden: 

Die Dotter oder die Embryos wurden von der Gallerte und 
Perivitellinfliissigkeit abgetrennt und mit Alkohol und Ather 
griindlich extrahiert. Der in Alkohol und Ather unlésliche Riick- 
stand wurde in der bekannten Weise auf Phosphat, Kalk und 
Silikat bearbeitet. Der Hauptteil der organischen Phosphor- 
verbindungen sollte dabei in Alkohol-Atheriseche Fraktion iiber- 
gehen. Andere Mineralbestandteile konnten ihrer zu_ kleinen 
Menge wegen nicht analysiert werden. Die quantitative Zusammen- 
setzung der einzelnen Mineralbestandteile lasst sich aus folgender 
Zusammenstellung tibersehen. 

Es ergab sich also als bemerkenswerter Befund, dass die 
Gesamtasche und die anorganische Phosphorsaure in dem letzten 
Entwicklungsstadium zunimmt. Im Gegenteil zum Hiihner- und 


TABELLE I, 
| Gehalt von 100 Embryos (oder Dottern) an 
Bebriitungs- 2 
; ane Gesamt-| Fettfreier | Gesamt- P2Os g CaO gi0 
gewicht | Trockensubst. | asche aaa dst = 3 
g g g anorg.| org. 8 | = 
| Ba (Rs = rs se : = | 
Unbefruchtet 14,1 4,7 0,1020 | 0,0525| 0,0384| 0,0047 | 0,0062 
I.—Il. Woche 12,4 3,8 0,0957 | 0,0375| 0,0491) 0,0178 | 0,0042 
IT-II1. Woche | 9,2 ae 0,0798 | 0,0366| 0,0167| 0,0143 | 0,0045 
[II.-IV. Woche 15,1 3,4 0,1282 | 0,0547| 0,0196, 0,0111 | 0,0056 
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TABELLE IT. 
Gesamtgewicht | Gehalt der Gallerte von 100 Hiern an 
Bebriitungs- der Gallerte 
dauer von 100 Hiern Trockensubst. Gesamtasche 
g gs gs 

I.-II. Woche 69,2 1,4 0,0942 
II.-III. Woche 51,0 1,4 0,0779 
{II.-IV. Woche 61,4 He 0,0872 


Reptilienei erreicht der Kalkgehalt schon im friiheren Entwick- 


lunesstadium seinen Hohepunkt. 
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IV. Uber das Verhalten der N-haltigen Verbindungen 
bei der Bebriitung des Riesensalamandereies. 


Von 


TOSHINORI ISEKI, TEKI KUMON, ICHIMATSU TAKAHASHI 
unp FUJITO YAMASAKT. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
in Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 7. Mirz 1933) 


Dass wahrend der Entwicklung von Embryonen eine Neu- 
bildung der stickstoffreichen Basen stattfindet, geht aus den Unter- 
suchungen Tichomiroff’s (1885) hervor. Er fand, dass die 
Menge von Guanin, Hypoxanthin u. a. wahrend der Bebriitung der 
Hier von Bombyx mori betrichtlich zunimmt. Levene (1899) 
hat auch versucht, die Verschiedenheiten im Gehalte an Hiweiss- 
korpern und an anderen stickstoffhaltigen Substanzen in bebriiteten 
Hiern ungleichen Alters festzustellen; er hat ferner angefiihrt, dass 
bebriitete Eier Monoaminosaduren enthalten. Tomita (1921) hat 
spater angegeben, dass die im Hierklar und im Dotter des 
Hiihnereies vorhandenen Reststickstofformen sich wahrend der 
Bebriitung mit fortschreitender Entwicklung des Embryos ver- 
mehren. Diese Erfahrungen wurden weiter von Nakamura 
(1928) auf Reptilieneier ausgedehnt. Was das Kreatin und 
Kreatinin im Hiihnerei betrifft, so gelangten Mellanby (1907), 
Needham (1925) und Sendzu (1927) zu dem Ergebnis, dass das 
Kreatin sich nach 14 tagiger Bebriitung mit fortschreitender Ent- 
wicklung des Embryos vermehrt, wahrend der Kreatiningehalt 
fast konstant bleibt. 

Unsere Untersuchungen hatten den Zweck, die Kenntnis des 
bisher kaum erforschten Stoffwechsels der N-haltigen Verbindun- 
gen durch die Untersuchung der bei der Bebriitung des Riesen- 
salamandereies obwaltenden Verhiltnisse zu erweitern. 

Um die Mengenverhiltnisse der Reststickstofformen gegeniiber 
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dem Gesamtstickstoff zu finden, haben wir zunachst die Gesamt- 
stickstoffmenge der einzelnen Teile des Hies auf bekannte Weise 
ermittelt. Dotter, Perivitellinfliissigkeit und Gallerte wurden 
soregfaltig getrennt. 

Die Ermittelung des Reststickstoffes geschah genau so wie bei 
den Hiihner- und Reptilieneiern. Das Kreatin und Kreatinin des 
Embryos wurden nach der Enteiweissung mit Schenckscher Losung 
nach dem Folin und Denisschen Vorschlag kolorimetrisch be- 
stimmt. Der Ubersichtlichkeit halber sollen die wesentlichen 
Untersuchungsergebnisse in einer Gesamttabelle kurz zusammen- 


gestellt mitegeteilt werden. 


TABELLE I. 
Gesamt- Gehalt von 100 Embryos (od. Dottern) an 
gewicht |- 
Bebriitungs- der Fettfreier Kreatin als 
dauer 100 Embryos} Trocken- |Gesamt-N| Rest-N |Kreatinin| Kreatinin 
(od. Dotter) | Substanz mg mg mg berechnet 
s gs mg 
Unbefruchtet 14,1 4,7 654,71 6,58 0,06 0,06 
I.-II. Woche 12,4 3,8 534,66 6,84 0,06 0,09 
IJ.—III. Woche 9,2 3,1 458,80 5,89 0,06 0,10 
III.-IV. Woche 1551 3,4 486,88 10,29 0,07 0,14 
TABELLE IT. 
Gesamtgewicht | Gehalt der Gallerte von 100 Hiern an 
Bebrutungs- der Gallerte 2 
dauer von 100 Hiern Trockensubst. Gesamt-N 
gs g mg 
I.-IL. Woche 69,2 1,4 98,7 
II-III. Woche 51,0 1,4 72,8 
ITI.-IV. Woche 51,4 is 77,0 


Aus den angeftihrten Befunden ergibt sich: 
1. Die Gesamt- und Reststickstoffmengen des Riesensalaman- 
dereies sind im Vergleich zum Hiihner- und Reptilienei auffallend 


gering. 
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2. Die im Salamanderei vorhandenen Reststickstofformen ver- 
mehren sich im letzten Entwicklungsstadium. 
3. Das Kreatin und Kreatinin sind nur spurweise vorhanden. 
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V. Uber den Kohlehydratstoffwechsel bei der Bebriitung 
des Riesensalamandereies. 


Von 


HEISEI KATAOKA v. SHIGERU TSUNOO. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
in Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen 7. Marz 1933) 


Das Glykogen kommt im Organismus der Wirbeltiere aus- 
serordentlich weit verbreitet vor und diirfte als ein Bestandteil 
aller wachstumsfahigen Zellen aufzufassen sein. Die embryonalen 
Gewebe sowie alle jene Organe, in denen sich lebhafte Zellprolifera- 
tionsvorgange abspielen, enthalten reichliche Glykogenmengen. 

Bataillon und Couvreur (1892-1895) zeigten, dass der 
Gehalt an Glykogen und Zucker wahrend der Metamorphose des 
Seidenspinners wesentliche Anderungen erfihrt. Viele Tatsachen 
dirften gentigen, um zu zeigen, dass der Kohlehydratstoffwechsel 
niederer Lebewesen weitgehende Analogien mit demjenigen der 
hochstorganisierten Tiere bietet, und dass hier wie dort Kohle- 
hydratreserven zum Teil in besonderen Organen in Form von 
Glykogen oder einer diesem nahe verwandten Substanz deponiert 
werden, um in Bedarfsfallen als Energiequelle zu dienen. 

Was nun den Kohlehydratstoffwechsel bei der Hientwicklung 
betrifft, so wurde die freie Glukose von By waters (1913), Sato 
(1916) und Idzumi (1924) in den Hiihnereiern, von Tomita 
(1921-1928) in Hiihner- und Meerschildkroteneiern gepriift. Das 
Glykogen wurde von Tichomiroff (1885) in den Bombyxeiern 
nachgewiesen. Er verglich die quantitative Zusammensetzung 
der Bombyxeier vor und nach der Bebriitung und fand dabei, dass 
die Hier wahrend ihrer Entwicklung einen Teil des Glykogens 
verlieren. Ausfiihrliche Untersuchungen wurden von Idzumi 
(1924), Murray (1928) und Kataoka (1931) bei Hiihnereiern 


ausgefiihrt. 
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Wir sind dieser Frage nun beim Riesensalamanderei naher 
getreten. Als Untersuchungsmaterial benutzten wir einerseits 
unbefruchtete Hier, die noch im Mutterleibe versteckt waren, und 
anderseits bebriitete Hier, die 2 bis 3 Wochen bzw. 3 bis 4 Wochen 
alt waren. Die Hier des friiheren Entwicklungsstadiums konnten, 
da wir zu wenig Material davon hatten, nicht untersucht werden. 

Um das Glykogen zu isolieren, wurden zunachst die Dotter oder 
Embryos mit Alkohol durchgeriihrt, am naichsten Tage abgesaugt, 
dann mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen. 
getrocknete Masse wurde darauf mit 60%iger Kalilauge 2 Stunden 
lang gekocht und weiter nach Angabe von Pfliiger auf Glykogen 
Die durch Saurehydrolyse abgespaltene Glukose 
wurde nach Bertrand ermittelt. Die Ergebnisse sind in der 
Tabelle I enthalten. 


Die weisse 


verarbeitet. 


TABELLE I. 
Gehalt von 100 Embryos 
Gesamtgewicht (od. Dotter) an 
Bebriitungs- von 100 Embryos 
dauer (od. Dottern) fettfreier Glykogen als 
g Trockensubst. Traubenzucker 
gs gs 

unbefruchtet 14,1 4,7 0,1868 
IT.-IIT. Woche 9.2 3,1 0,1411 
TIT.-IV. Woche 15,1 3,4 0,1044 


Stellt man die Resultate emander gegeniiber, so findet sich in 
dem spateren Stadium eine Verminderung des Glykogens. 

Freie Glukose konnte in jedem Entwicklungsstadium nur 
spurweise nachgewiesen werden. 
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VI. Uber das Verhalten der Fettsubstanzen bei der 
Bebriitung des Riesensalamandereies. 


Von 


EISEI KATAOKA v. ICHIMATSU TAKAHASHI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultiit 
in Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 7. Marz 1933) 


Tangl und Farkas (1903-1908) haben durch ihre kolori- 
metrischen Untersuchungen den Begriff der Entwicklungsarbeit 
eingeftihrt. Es hat sich dabei herausgestellt, dass in den Anfangs- 
stadien der Embryogenese zur Entwicklung der lebenden embryo- 
nalen Substanz die Umwandlung einer grésseren Menge chemischer 
Energie erforderlich ist als zur Entwicklung derselben Substanz- 
menge in den reiferen Stadien, und dass die zur Entwicklungsarbeit 
im Hiihnerei notige Energie hauptsachlich aus dem chemischen 
Energievorrate des Eifettes geschopft wird. Neben den Umsetz- 
ungen des Hifettes, welche den energetischen Bediirfnissen des 
Keimlings dienen, spielen die auf dessen Baustoffwechsel gerichteten 
eine betrachtliche Rolle. 

Als allgemein verbreitete Eibestandteile koénnen wohl die 
Cholesterine gelten, deren physiologische Bedeutung unser Interesse 
auf sich gezogen hat, wenn sie auch noch nicht ganz klar ist. 

Uber das Verhalten der Fette bei der Bebriitung von Hiihner- 
und Reptilieneiern haben schon Karashima (1928) und Kusui 
(1932) im hiesigen Institute Untersuchungen angestellt. Von 
Thannhauser und Schaber (1923), Kusui (1929) und Dam 
(1930-1931) wurde der Cholesteringehalt von Hiihnereiern vor und 
nach erfolgter Entwicklung des Hiihnchens festgestellt. Kusui 
(1929) hat das Verhalten des freien Cholesterins und des Chol- 
esterinesters auch bei der Bebriitung des Meerschildkroteneies 


untersucht. 
Im Anschluss an diese Beobachtungen bei Hiihner- und 
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Reptilieneiern haben wir den Versuch unternommen, einerseits ein 
iibersichtliches Bild von der Art und relativen Menge der Kom- 
ponenten des Fettes von bebriiteten Riesensalamandereiern zu ver- 
folgen, und andererseits das Verhalten des Cholesterins in den- 
selben Hiern zu untersuchen. 

Als Untersuchungsmaterial verwendeten wir dabei zum Teil 
unbefruchtete Hier, die im Leibe der Muttertiere versteckt sind, 


und zum Teil bebriitete Eier, die 1 bis 4 Wochen alt waren. 


A. Menge und Higenschaften der Fettsubstanzen 
der Riesensalamandereier. 


Zur Isolierung der Fettsubstanzen wurden die Embryos (oder 
Dotter) von Gallerte und Perivitellinfltissigkeit getrennt und dann 
mit Alkohol und Ather erschépfend extrahiert. Die Mengen der in 
verschiedenen Fraktionen extrahierten Fettsubstanzen wurden, auf 
100 Kier berechnet, kurz in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE I. 
Gehalt von 100 Embryos (oder Dottern) an 
Bebriitungs- Can reer Alkohol E Alkohol Ie Alkohol unl. 
dauer pean Ather 1. Ather unl. Ather 1. 
Fraktion Fraktion Fraktion 
. g g g 
unbefruchtet 2,50 1,82 Spur 0,67 
1-2 Wochen 1,80 1,79 35 — 
2-3 Wochen 1,56 1,56 ms —_ 
3-4 Wochen ei 1,73 ” aa 


Der Hauptteil der Fettsubstanzen der bebriiteten Eier wurde 
in der in Alkohol und Ather léslichen Fraktion gefunden, waihrend 
bei unbefruchteten Hiern eine nicht geringe Menge der Fett- 
substanzen (ca. 1/4) in der in Ather loslichen, aber in Alkohol 
unloslichen Fraktion isoliert wurde. 

Um gewisse Anhaltspunkte tiber die Zusammensetzung der 
Fettsubstanzen von Riesensalamandereiern in den verschiedenen 
Entwicklungsperioden zu erhalten, wurden die sogenannten Kenn- 
zahlen ermittelt. Die Bestimmungen ergaben folgende Werte: 
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TABELLE II. 
; Kennzahlen 
eins Fraktion Bissaititeenes 
Saurezahl See ee Jodzahl 
zahl 

unbefruchtet Alkohol ie 8,52 180,05 113,28 
Ather 1. 
Alkohol un], aD Es} 215,15 134,16 
Ather 1. 

1-2 Wochen Alkohol a 8,00 212,90 109,70 
Ather 1. 

2-3 Wochen Alkohol i 9,28 198,50 113,09 
Ather 1. 

3-4 Wochen Alkohol iE TOs 174,05 113,66 
Ather 1. 


Es fallt auf, dass im Spatstadium der Hientwicklune eine 
betrachtliche Zunahme der freien Fettséuren erfolgt. Die Versei- 
fungszahl nimmt mit fortschreitender Entwicklung des Embryos 
allmablich ab. Es zeigt sich also, dass die neutralen Fette zum 
Teil den energetischen Beditirfnissen des Embryos dienen, besonders 
in der letzten Halfte der Eientwicklung. 


B. Der Gehalt des Riesensalamandereies an Cholesterin 
und Cholesterinester. 


Die aus den Hiern von verschiedenen Entwicklungsperioden 
mit Alkohol und Ather erschépfend extrahierten Fettsubstanzen 
wurden nach Fex (1920), Mithlbock und Kaufmann (1931) 
mit 2%-iger Natronlauge versetzt. Die Losung wurde auf dem 
Wasserbad 30 Minuten lang gekocht, und dann mit Ather im 
Scheidetrichter extrahiert. Nach dem Verdunsten des <Athers 
wurde der getrocknete Riickstand zur Bestimmung des freien und 
gebundenen Cholesterins auf bekannte Weise nach der Digitonin- 
methode in Arbeit genommen. Mit Riicksicht auf die Anschauung 
von Thaysen(1914), Fex(1920), Dam(1928) und Kusui(1929) 
haben wir bei der Ausfallung des Digitonincholesterides immer 
iiber 30% Digitoniniiberschuss verwendet und den Niederschlag 
24 Stunden stehen gelassen. Bei der Verseifung des Cholesterin- 
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esters bedienten wir uns des von Windaus (1910) angegebenen, 


spiter von Thaysen etwas modifizierten Verfahrens. Dabei 
zeigte sich folgendes Resultat (vgl. Tabelle IIT) : 
TABELLE IIT. 
Auf 100 Embryos berechnete Menge des 
Bebrtitungs- ona ib freien Cholesterin- Gesamt- 
dauer Ather losl. : : 
a Cholesterins esters cholesterins 
Fettstoffes 
gs eae g 
g 
unbefruchtet 1,828 0,071 0,010 0,081 
1-2 Wochen 1,796 0,049 0,014. 0,064 
2-3 Wochen 1,566 0,038 0,012 0,051 
3-4 Wochen OW 0,029 0,026 0,055 


In vollkommenem Einklang mit dem Kusuischen Ergebnis 
bei Hiihner- und Reptilieneiern haben wir festgestellt, dass die 
Esterverbindungen sich beim hochentwickelten Riesensalamander- 
embryo auffallend vermehren, und dass im Verlauf der Hibebrii- 
tung eine stetige Abnahme des freien Cholesterins erfolet. 
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UBER DEN SCHWEFELGEHALT DES ARTERIELLEN 
BZW. VENOSEN BLUTES DES PANKREAS. 


Von 


SHIRO KUMAMI. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultét eu Nagasaki. 
Director: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 13. Marz 1933) 


I. ENuerrune. 


Die Innersekretion der Bauchspeicheldriise ist schon lange von 
vielen Forschern studiert worden. In Bezug auf den Resorp- 
tionsweg des aus dem Pankreas stammenden Inkretes im normalen 
Zustand gibt es zweierlei Anschauungen: die lymphogene und die 
hamatogene Resorption. Lépine zeigte zuerst 1890, dass das amy- 
lolytische Ferment aus dem Pankreas durch den Ductus thoracicus 
ins Blut hineindringt, und dass die Thoracicuslymphe des nor- 
malen gesunden Hundes eine antidiabetische Wirkung gegen den 
depankreatisierten Diabeteshund besitzt. Dann beobachtete Biedl 
bei der Mehrzahl von Hunden Vorkommen von Zucker im Harn, 
falls Unterbindung oder Fistelbildung des Brustganges ausgeftihrt 
wird. Auch Offer, Kumagai, Sato, Yamada u. viele andere 
stimmen mit der lymphogenen Theorie von Lépine-Biedl tiberein. 
Aus solehen Mitteilungen ersieht man, dass das Pankreashormon 
im normalen Zustand fast ohne Zweifel ins Lymphsystem ab- 
gesondert wird. 

Auf der anderen Seite liegen auch Versuche vor, welche dafir 
sprechen, dass das Pankreashormon direkt auf dem Blutwege 
abgefiihrt wird. Hédon konnte 1909 zeigen, dass der Harnzucker 
sofort verschwindet, wenn man das Blutserum aus V. pancreatica 
des normalen Hundes in V. mesenterica des diabetischen injiziert, 
oder wenn durch kreuzweise Verbindung der Carotiden eines 
pankreasdiabetischen und eines normalen Hundes die Zucker- 
ausscheidung beim ersteren zum Verschwinden gebracht werden 
kann. Seitdem behaupteten auch Falta, Alexander, Ehr- 
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mann, Gley, Carlson, Drenann, Talsa, Ginsberg wa., dass 
die Insulininkretion auf dem Wege des Pfortadersystems vor sich 
geht. 

Man kann also den Inkreationswee des Insulins durch die 
Blutgefiisse nicht ohne weiteres von der Hand weisen. 

Vor allem wies Horning (1927) auf dem Wege histologischer 
Untersuchung nach, dass die Insulininkretion teilweise durch die 
Pankreasvenen ausgefiihrt werden muss. Neuerdings haben 
London und Kotschneff beobachtet, dass Mause, welchen intra- 
peritoneal Pankreasvenenblut des Hundes eingespritzt wurde, 
deutliche Hypoglykamie aufweisen. Auch Zunz u. Barre zeigten 
weiter, dass der Insulingehalt des Pankreasvenenblutes durch 
intravendse Injektion von Traubenzuckerlosung sich vermehrt. 
Muto beobachtete durch seine spezifischen Prazipitationsversuche, 
dass die Insulininkretion auf beiden Wegen d.h. durch den Brust- 
gane und durch die Pankreasvenen vor sich geht, und dass sie 
durch die letzteren mehr als durch den ersteren sezerniert wird. 

Nun ist durch viele Autoren sicher klargestellt, dass die. 
Adrenalininkretion des Nebenierenmarks durch N. splanchnicus 
befordert wird. 1909 stellten Eppinger, Falta u. Rudinger 
das Vorhandensein exzitosekretorischer Fasern im Vagus fest. 
Seitdem beobachteten auch Crea, Clark u.a. diesen Zusammen- 
hang, und es besteht heute fast kein Zweifel, dass die Insulininkre- 
tion des Pankreas vom rechten N. vagus reguliert wird. Hoshi und 
Kiyohara in unserem Institut beobachteten auch, dass die N. vagi 
hochstwahrscheinlich die innersekretorischen Nerven des Pankreas 
darstellen, und dass im N. splanchnicus weder die Insulininkretion 
fordernde, noch dieselbe hemmende Fasern vorhanden sind. 

Weiter ist das chemische Verhalten des Pankreashormons noch 
nicht vollig geklart. Nach den Versuchen von Harington, Scott 
u.a. ist die Formel des Insulins n(C4;H¢9014N148 +3H2O). 1925 
haben Abel u. Geiling das Insulin(Lilie) analysiert und festge- 
stellt, dass im Insulinmolekiil der Schwefel relativ in grosser Menge 
vorhanden ist (als Gesamtschwefel 37,41%), und zwar dass 48% 
davon sehr locker gebunden sind, und dass wenn das Insulin diesen 
Schwefel verliert, auch seine hypoglykamische Wirkung ver- 
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schwindet. Seitdem ist das Interesse der medizinischen Welt am 
Pankreasproblem sehr rege geworden, und infolgedessen sind die 
Arbeiten dartiber ins Unziahlbare angewachsen. Tasaka, Buc- 
ciardi-Modena w.a. ver6ffentlichten hintereinander ihre interes- 
santen Beobachtungen. 1932 bestimmten Nitzeseu u. Georgescu 
den Schwefelgehalt sowohl im arteriellen als auch im pankreas- 
venosen Blute: im letzteren war derselbe grésser. Sie behaupteten, 
dass diese Sehwefelzunahme in der Insulinzunahme ihren Grund 
haben miisse. 

Die Methoden zur Bestimmung des im Blut enthaltenen 
Hormons sind heute schon sehr zahlreich, obgleich es noch immer 
nicht vollkommen rein gewonnen werden kann. Um die Phy- 
siologie und die Pathologie der inneren Sekretion des Pankreas 
genau und eingehend zu erforschen, muss man das Hormon im 
Blute, und zwar in verschiedenen Zustanden, direkt messen. 

Auf Grund der obigen Mitteilungen hat Verfasser vermutet, 
dass der Schwefelgehalt des Blutes steigen diirfte, wenn die Insulin- 
inkretion durch verschiedene Reizungen befordert wird, und hat 
diesbeziiglich die folgenden Versuche angestellt. 


Il. Merruopik DER VERSUCHE. 


A. Versuchsmaterial. Zum Versuche dienten erwachsene, 
gesunde, gut ernahrte, tiber 24 Stunden lang gehungerthabende 
Hunde. 

B. Narkose und Operation. Die Tiere wurden zuerst mit 
Morphium hydrochloricum (leem der 3%igen Losung pro kg 
Korpergewicht) subkutan vorbehandelt ; 30 Minuten danach filrte 
man Laparotomie und Inzision am Halse aus. Wir nahmen Blut 
je ca. 15 cem gleichzeitig aus der linken Carotis, der Jugularis und 
den Pankreatikoduodenalvenen. Um das Blut in geniigender 
Menge zu erhalten, fiihrten wir je eine kleine Glaskaniile in die 
Gefisse ein. 

CO. Versuchsmethodik. Man misst 10 ccm Blut genau durch 
die Vollpipette ab und mischt dazu 22 cem destilliertes Wasser und 
8eem 20%ige Trichloressigsiiure; dann schiittelt man und lasst 
stehen. Nach 15 Minuten filtriert man das Gemisch durch aschfreien 
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Filterpapier. Aus 3 cem des Filtrats wird die Menge des Gesamt- 
schwefels nach dem Verfahren von Denis-Reed bestimmt. 

Im folgenden seien die Hauptpunkte des Versuchs tabellarisch 
aufgestelt 


IIl.. VERSUCHSERGEBNISSE. 


1. Schwefelgehalt des Blutes des hungernden Hundes. 


Uber den Gesamtschwefelgehalt des normalen Hundeblutes gibt 
es bisher verschiedene Angagen. Nach der Arbeit von Denis u. 
Reed betragt er 8,50-11,87 mg% ; nach Nitzescu u. Georgescu 
3,5-5,8 mg% ; nach Loeper, Garein u. Lesure 7,0-10,0 mg%, 
durehsehnittlich 8,5 m¢%. 


TABELLE I. 


(Schwefelgehalt des Blutes des hungernden Hundes.) 


Gesamtschwefel in Milligramm 
Korper- pro 100 cem Hundeblut 
Datum no Ets Differenz 
3 Geschl, | Pankreas-| Carotis- | Jugularis- 

venenblut blut | blut (p-c) | (C-J) 
10/11 ily 335 S 9,12 8,99 8,95. 0,13 0,04. 
10/11 19 4,0 & 8,62 8,38 8,26 0,24 0,12 
ToL y eeeo 5 0n CST) | res 9,23 0,26 0,02 
Heyaae 21 38 8,99 | 8,81 8,71 0,18 0,10 
Durehsehn, 3,95 9,06 8,86 8,79 0,20 0,07 


P: Pankreasvenenblut; C: Carotisblut; J: Jugularisblut 


Wie man aus obiger Tabelle ersieht, stimmen meine Ergebnisse 
fast mit den Angaben von Loeper uw.a. iiberein. Der Schwefel- 
gehalt des Pankreasvenenblutes ist durchschnittlich um_0,20 mg 
dh. um 2,3%, hoher als der des Carotisblutes; und der des 
Jugularisblutes, welches als Kontrolle gemessen wird, kommt fast 
dem des Carotisblutes gleich, oder ist eher geringer, nimlich um 
0,07 mg d.h. 0,9%. Diese Unterschiede stimmen fast mit den 
Angaben von Nitzeseu u. Georgeseu iiberein. 
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2. Schwefelgehalt des Blutes des Hundes 2 Stunden nach 
Nahrungsaufnahme. 


Nach den Arbeiten von London, Kotschneff wa. hingt der 
Insulingehalt des Pankreasvenenblutes in hohem Masse von der Art 
der Nahrungsstoffe ab ; bei ausschliesslicher Brotfiitterung steigt er 
‘am meisten, bei den Tieren aber, die dazu mit reichlichem Fett 
genahrt werden, steht er am niedrigsten. Also wurden alle Ver- 
suchstiere zugleich mit Fleisch, Fisch und Reis, welchem etwas 
Gemiise zugemischt war, gefiittert. 


TABELLE IT. 
(Schwefelgehalt des Hundeblutes 2 Stunden nach Nahrungsaufnahme. ) 


ee Gesamtschwefel in Milligramm 
; Korper- Feit n- pro 100 eem Hundeblut 
Tier gewicht |.,4. 
Datum — (ee) a Nahrungs- 
gyite Coan aufn. Pankreas- Carotis- Differenz 
‘ venenblut blut (P-C) 
14/7 a 90 & 2 Std. 9,13 8,45 0,68 
19/1 2 6,0 & 2 Std. 9,81 9,49 0,32 
PIV 8 D0mcy 2 Std. 9,19 8.54 0,65 
23/1 + 45D 2 Std. 9,35 8,97 0,38 
24/1 5 Ee) 2 Std. 8,97 8,58 0,39 
Durchsehn. 5,75 2B Sil, 9,29 8,81 0,48 


P: Pankreasvenenblut; C: Carotisblut. 


Ein Vergleich mit Tabelle I zeigt, dass der Schwefelgehalt hier 
stets grésser ist als beim hungernden Hunde; die Differenz zwischen 
beiden Gruppen betrug durchschnittlich 0,28 mg, d.h. der Schwefel- 
gehalt vermehrt sich um ca. 50%. 


3. Schwefelgehalt im Blute des Hundes, bei welchem der 
N. vagus gereizt wurde. 


Der Hund wurde auf dem Operationstisch festgebunden und 
unter Athernarkose in folgender Weise operiert. Zuerst machten 
wir Laparotomie; unter kiinstlicher Atmung erdffneten wir dann 
den rechten unteren Brustkorb und suchten die N. vagi, welche 
parallel mit dem Oesophagus verlaufen, steckten sie in die Elektro- 
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den reizten sie 3 Minuten lang mit dem Induktionsstrom (R.A. 
10 em, Trockenelement 1,5 V.). Wir entnahmen das Blut 1 Minute 
nach dem Reizungsbeginn gleichzeitig aus der Carotis und den 
Pankreasvenen durch Kaniile. 


TABELLE III. 
(Schwefelgehalt im Blut des Hundes, bei welchem N. vagus gereizt wurde. ) 


as Zeit der |Gesamtschwefel in Milligramm 
cst Korper- Rei- Blutent- pro 100 cem Himdelblut 
Datum : ae theca zungs- | nahme n. 
Nr. co | dauer | Reizungs-| Pankreas-| Carotis-} Differenz 
phe te beginn |venenblut| blut (P=C) 
30/1 7 By) ie) Wikhas || AE Ni biek, 9,13 8,41 0,72 
Bal 8 4,3 2 | 3 Min.| 1 Min. 11,06 10,44 0,62 
2/11 9 AES ay i) iMibces|) Al une 9,71 8,78 0,93 
2/11 11 YY SEE Ney ibbre ||) ah 2 Gu, 9,23 8,39 0,83 
3/II 12 | 242 |3 Min.| 1 Min. 9,61 9,08 0,53 
; y= [ee eee | eee || ee eaece 
Durehschn. 3,92 3 Min.| 1 Min. 9,75 9,02 0,73 


P: Pankreasvenenblut; C: Carotisblut. 


Nach obiger Tabelle nahm in allen 5 Fallen der Schwefelgehalt 
des Blutes, sowohl des arteriellen als auch des vendsen, zu. Im 
Pankreasvenenblut betrug die Zunahme durchschnittlich 0,69 mg, 
d.h. ca. 7,6%, im Carotisbut aber nur 0,16 mg, d.h. ca 2%, und 
zwar betrug die Differenz zwischen den beiden Blutarten 0,53 me, 
d. h. der Schwefelgehalt vermehrt sich im Verhaltnis von 1:2,7. 


4. Schwefelgehalt m Blut des Hundes, bei welchem 
N. splanchmcus gereizt wurde. 

Man hatte vorher die Splanchnicusfasern 1 em oberhalb des 
Plexus solaris durchschnitten und reizte den peripheren Stumpf 
in ganz gleicher Weise wie oben erwahnt. Nach den Versuchen 
von Loeper, Decourt u. a. modifiziert die Nebennieren-Hxstirpa- 
tion die Oxydation des Schwefels. Also hatte man vorher neben 
dem Plexus solaris die Fasern zur Nebenniere durchschnitten, so 
dass die Reizung nicht weiter geleitet wurde. Wie aus Tabelle [V 
ersichtlich, blieb der Schwefelgehalt des Blutes fast unverdndert. 
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TABELLE IV. 
(Schwefelgehalt im Blut des Hundes, bei welehem N, splanchnicus 
gereizt wurde.) 


Korer- Zeit der Gesamtschwefel in Milli- 
Tier Pp Rei- Blutent- | gramm pro 100 cem Hundeblut 
Datum ier gewicht Z ss 
un Ne (ke) u zungs- | nahmen. 
a Gach’ dauer | Reizungs-| Paukreas-| Carotis-| Differenz 
: beginn |venenblut|  blut (P-C) 
6/11 10 3,42 | 3 Min.! 1 Min. 9,31 9,16 0,15 
7/11 13 5,5 & | 3 Min.| 1 Min. 9,02 8,73 0,2 
8/11 14 4,5) |o3 Main. | 1) Min. 9,17 9,06 0,11 
9/IT 16 Se eoe Min.) 1 Mim, 8,98 8,80 0,18 
Durchschn. 4,275 3 Min.} 1 Min. 9,12 8,94 0,18 


P: Pankreasvenenblut; C: Carotisblut. 


IV. Diskussion. 


Loeper, Garein, Lesure u.a. fanden im Blut des Hundes 
im normalen Zustand 0,1% Schwefel (20% als neutraler, 80% als 
oxydierten Schwefel). Seine Quelle befindet sich nach ihnen 
dusserlich im Nahrungstoff, innerlich in der _ physiologischen 
Zersetzune von Korperzellen, besonders in Hamolysen; der 
Schwefelgehalt des Blutes im normalen Zustand ist immer fast 
konstant und seine Schwankung ist geringgradig. Als die Orte, 
wo der Schwefelstoffwechsel reguliert wird, wiesen Loeper u.a. 
auf die Leber und die Nebenniere. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, ist selbst wahrend der Hunger- 
zeit der Schwefelgehalt des Pankreasvenenblutes immer, wenn auch 
kaum merklich, hoher als der des Carotisblutes. [Im Jugularisblut 
ersieht man fast keine Verdinderung des Schwefelgehaltes, eher 
findet sich, wenn auch nur in sehr leichtem Mass, eine Neigung zur 
Verminderung. Wie weiter aus Tabelle II ersichtlich, steigt 2 
Stunden nach der Nahrungsaufnahme der Schwefelgehalt ziemlich 
deutlich an, besonders im Pankreasvenenblut. Wenn man den 
Schwefelgehalt des Blutes nach Vagusreizung mit dem des normalen 
Hundes vergleicht, sieht man bei dem ersteren eine deutliche 
Zunahme. Zuletzt, wie aus Tabelle IV ersichtlich, verandert sich 
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dureh Splanchnicusreizung der Schwefelgehalt fast gar nicht. Aus 
diesen Ergebnissen kann man schliessen, dass die Splanchnicus- 
reizung keinen Hinfluss auf den Schwefelstoffwechsel hat. 

Nun behaupten London, Kotschneff, Brugsch, Horsters 
u.a., dass wihrend der Hungerzeit Insulin weder in den peripheren 
noch in den Pankreasvenen vorhanden ist. Dagegen sind Hoshi, 
Yamada, Biedl, Alexander u.a. der Meinung, dass das 
Pankreashormon im Blute des hungernden Hundes in fast gleicher 
Menge wie in dem normalen vorhanden ist. 

Weiter haben London, Pollack, Jorns u.a. mitgeteilt, dass 
das Insulin des Blutes nach Nahrungsaufnahme zunehme. Nach 
Pollack erreicht die Insulininkretion 1-2 Stunden, nach Jorns 
2-3 Stunden, nach London 3-6 Stunden nach dem Hssen ihren 
hochsten Wert. Auch Zunz u. Barre, wie oben erwahnt, beo- 
bachteten die Zunahme des Insulingehalts im Pankreasvenenblut 
dureh Injektion von Traubenzuckerlosung, und dass diese Zunahme 
1-3 Stunden nach der Injektion den maximalen Punkt erreicht. 

Ausser den Autoren, welche schon in der Hinleitung genannt 
sind, berichteten auch Zunz u. Barre, dass der Insulingehalt 
des Pankreasvenenblutes durch die Reizung des rechten N. vagus 
zanimmt. Uber den Einfluss der Splanchnicusreizung auf den 
Insulinstoffwechsel weiss man im allgemeinen noch nichts Be- 
stimmtes, und viele Autoren vermuten heute, dass sie auf die 
Insulininkretion keine Wirkung hat. 

Vergleicht man die Schwefelgehaltzunahme des Blutes in 
meinen Versuchen mit der Insulingehaltzunahme, welche viele 
Forscher beobachtet haben, so findet man sofort einen schénen 
Parallelismus zwischen den beiden. Besinnt man sich weiter, dass 
der Schwefelgehalt des Blutes im normalen Zustand sehr konstant 
ist, so ergibt sich daraus die Folgerung, dass die Schwefelzunahme 
im Blute mit der Insulinzunahme stets Hand in Hand geht. 

Uberdies gibt nach der Arbeit von Takeuchi das Hunde- 
pankreas auf den Insulingehalt bezogen von den verschiedenen 
Tiere die hdchste Ausbeute, und nach Kubo ist das Pankreas 
zusammen mit Leber und Nebenniere von allen Korperorganen am 
schwefelreichsten. Nach diesen Ergebnissen glaubt Verfasser 
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folgern zu k6nnen, dass im Pankreasvenenblut die Schwefel- 
zunahme immer deutlicher als im Carotisblut ist, was seine An- 
schauung, dass das Insulin in den Pankreasvenen sezerniert wird, 
wie auch Hédon und andere behaupten, weiter bestitigen wiirde. 

Also stimmt meine Meinung mit der von Nitzescu u. Geor- 
gescu uberein. Wie aus Tabelle I ersichtlich, ist es hochst wahr- 
scheinlich, dass die Insulininkretion selbst wahrend der Hungerzeit 
stattfindet. Nach meiner Meinung wird das Insulin im normalen 
Zustand in den Pankreasvenen sezerniert und wird durch das Herz, 
wo es stark verdiinnt wird, weiter zur Peripherie getragen; daher 
ist auch der Schwefelgehalt im Carotisblut geringer als im 
Pankreasvenenblut und am geringsten im Jugularisblut. 

Doch moéchte Verfasser die Ansicht, dass die Insulininkretion 
durch den Brustgang vor sich geht, wie viele Autoren behauptet 
haben, heute nicht gerade negieren; aber seiner Meineung nach 
wird wenigstens ein Teil vom Insulin offenbar durch die Pankreas- 
venen direkt ins Blut abgesondert. Ob der Abfluss des Insulins 
nur durch die Blutbahn oder nach Muto’s Beobachtung auch 
dureh die Lymphbahn vor sich geht, bleibt bis auf weitere Versuche 
dahingestellt. 


V. ZuUsSAMMENFASSUNG. 


Auf Grund seiner Versuche kommt Verfasser zu folgenden 
Schliissen. 

1. Der Gehalt an Gesamtschwefel ist im Pankreasvenenblut 
erdsser als im Pankreasarterienblut, sowohl im normalen Zustand 
als auch im hungernden. 

2. Dieser Unterschied wird durch Nahrungsaufnahme deut- 
lich gesteigert. 

3. Die Vagusreizung hat gleicherweise eine Steigerung zur 
Folge. Die Splanchnicusreizung ist dagegen ganz erfolglos. 

4. Verfasser ist der Meinung, dass diese Zunahme des 
Gesamtschwefelgehalts im Pankreasvenenblut wenigstens zum Teil 
infolge der Inkretionssteigerung erfolgt. Hr vermutet also, dass 
das Insulin teilweise auf der Blutbahn abgefiihrt wird. 
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Clark (1925) carried out an experiment on the Schardinger 
enzyme in fresh milk, and stated that milk treated with aldehyde 
in absence of methylene blue becomes activated in such a way as to 
give a high reduction potential, which is not given by the aldehyde 
alone or by aldehyde plus boiled milk. Repeating this experiment, 
Kodama (1926) was unable to confirm these potential changes 
either with fresh milk or with the purified preparation of the 
enzyme. In reply to Kodama, Clark (1927) emphasized re- 
peatedly a decided acceleration in the potential change when for- 
maldehyde, salicylaldehyde or benzaldehyde was added to deaerat- 
ed milk, and ascribed the failure of Kodama to the incomplete 
exclusion of oxygen from the reacting system. 

The author repeated the experiment once more to see whether 
the discrepancy of Kodama’s result is simply a matter of oxygen 
or not and came to the conclusion that in the case of formaldehyde 
the nature of electrode metal had a great influence on the results 
observed by both investigators. 

For the determination of the reduction potential, the vacuum 
electrode vessel of Kodama and Dixon with double side-compart- 
ments was used, which was fully described by Tsukano (1932). 

As the electrode a blane platinum or gold plate was used. As 
the half cell quinhydron electrode, composed of the acetat buffer 
(pH=4.6) and a few crystals of quinhydron was used. E.M.F. 
was measured with the unipivot potentiometer of the Cambridge 
Instrument Company. The reading is accurate to 1 millivolt. The 
Schardinger enzyme used in the experiments, was isolated from 
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milk by the author’s method, which was already published in The 
Journal of Biochemistry (1933). 


EXPERIMENT 1, 

10.0 ce: of enzym solution prepared by dissolving 0.05 gm. of 
the enzym in 10.0ce. of the phosphate buffer (pH=8.0) are 
pipetted into the main vessel. Into one side compartment was 
introduced 2.0 ee. of 2% acetaldehyde, and into another, 3.0 ce. of 
M/5,000 methylene blue. All of the glass joints were made air 
tight by means of cock grease, the vessel was then evacuated to 
2.5mm. for 3 minutes and placed in a thermostat kept at 21°C.. 

When the potential of the platinum electrode, dipped in the 
enzym solution showed a stationary value, the acetaldehyde solution 
was poured into it by overturning the side vessel and then the 
potential change was followed every minute. No abrupt change 
as expected from the work of Clark was obtained, but at the addi- 
tion of methylene blue this was really the case, as is shown in Fig. 1. 

ised, lp 


The oxidation-reduction potential of the system :— 
Schardinger enzym-+acetaldehyde+methylene blue. 
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The argument that the failure of the development of the reduc- 
tion potential on the addition of acetaldehyde may be due to the 
trace of oxygen can be denied, because the reduction of methylene 
blue was not hindered to the slightest extent in the above reaction 
system. 

A plausible explanation here perhaps may be sought in the 
““launenhafte’’ nature of the electrode surface which was unable to 
react with the activated hydrogen of acetaldehyde molecule but 
reacted readily with leuco-methylene blue. On the ‘‘Launigkeit’’ 
of the electrode, however, we have no intimate knowledge. About 
this, Kodama put forward a hypothesis that the dehydrogenation 
of acetaldehyde molecule may be a coupled reaction; in other words 
this reaction proceeds only when a certain amount of free energy 
is available which developes by the unit of activated hydrogen and 
its acceptor. But, whether all dehydrogenating processes in the 
living tissue are coupled reactions or not is a question. 

For example, the activated hydrogen of succinic acid can be 
well demonstrated by the potentiometric method without adding 
special H»-acceptor, though the presence of natural H»-acceptor 
such as glutathione or cytochrome-like substance is not excluded. 
For the ‘‘launenhafte’’ nature of the electrode the experiment with 
formaldehyde brought about an interesting case. 


EXPERIMENT 2. 
We repeated the above mentioned experiment with the gold 
electrode instead of the platinum. The result is exactly the same 


as seen in Fig. 2. 


EXPERIMENT 3. 


The experimental procedures are quite the same as the fore- 
going, except 20 ce. of 2% formaldehyde were added instead of 
acetaldehyde. Here again both platinum and gold electrode were 
compared. 

The results are illustrated in Fig. 3. 

A most remarkable thing in the above figure is the prompt 
development of reduction potential on the addition of formaldehyde 
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Fig. 2. 
The oxidation-reduction potential of the system :;— 


(gold electrode) Schardinger enzyme + acetaldehyde + methylene blue. 
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when platinum electrode was used, while this is not so marked 
with gold electrode. Then the question arises whether this behavior 
of formaldehyde toward platinum electrode is caused by the real 
activation by means of Schardinger enzym or simply by something 
in the chemical reaction between formaldehyde and the surface of 
the electrode. To answer this, the next control experiments were 
undertaken. 


EXPERIMENT 4. 


Into the reaction vessel 15.0 ee. of the phosphate buffer, and, 
into the side compartment, 2.0 ce. of 2% formaldehyde, the vessel 
was evacuated and placed in the thermostat kept at 21°C. When 
the potential showed a constant value, formaldehyde was added 
and the potential change was observed every 5 minutes. The re- 
sults are shown in Fig. 4. 

From the above figure it is apparent that phosphate buffer 
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Fig. 3. 
The oxidation-reduction potential of the system :— 
Schardinger enzym + formaldehyde -}+ methylene blue. 
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(pH=8.0) +formaldehyde alone gave a fairy noticeable reducing 
effect toward the platinum electrode, but not toward the gold elec- 
trode. Comparing the magnitude of the reduction potential de- 
veloped in the presence of the enzym and in its absence, however, 
we notice that it was far greater in the former case. We are glad 
therefore to confirm here only with the platinum electrode the re- 
sult informed by Clark and his colaborers, although the gold 
electrode entirely refused to do this. The reason why both metal 
electrodes show such a deviating behavior toward formaldehyde 
can not be answered at present. 

At any rate, we are justified in saying that formaldehyde has 
a special affinity toward platinum rather than toward gold. 

Next, we repeated similar experiments with benzaldehyde and 
salicylaldehyde, as it seems interesting to know what attitude other 
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Fig. 4. 
The oxidation-reduction potential of the system :— 
phosphate-buffer (pH = 8.0) + formaldehyde. 
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A .... Formaldehyde with platinum electrode. 
B.... Formaldehyde with gold electrode. 


aldehydes exhibit toward both electrodes. They were also in- 
vestigated by Clark with the same result as formaldehyde. 


EXPERIMENT 5D. 


The experimental procedure is quite the same as the fore- 
going one. The reaction system consists of 10.0 ec. of the enzyme 
solution, 0.5 ec. 0.1% salicylaldehyde and 2.0 ec. M/5,000 methylene 
blue, and the reactions-temperature was 36°C. The results of 
salicylaldehyde with both electrodes were illustrated in Fig. 5. 

From the above figures we confirm that no potential drift 
occurred at the addition of these aromatic aldehydes. 
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Wigs: 
The oxidation-reduction potential of the system :— 
Schardinger enzym+aromatie aldehyde+methylene blue. 
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A.... Salicylaldehyde with platinum electrode. 

B.... Salicylaldehyde with gold electrode. 

C.... Benzaldehyde with platinum electrode. 
SUMMARY 


1. The purified Schardinger enzym caused no apparent drift 
toward reduction-potential on the addition of acetaldehyde, sali- 
ceylaldehyde or benzaldehyde, whether platinum or gold electrode 
was used. 

2. When methylene blue was added such an abrupt drift was 
observed. 

3. Formaldehyde alone gives a certain reducing effect toward 
the platinum electrode. 

This was intensified by the presence of the Schardinger enzym. 
But on gold electrode no such an effect was observed. 

I wish to express my indebtedness to Prof. K. Kodama for 
his kind direction and encouragement during my experiments. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
VERTEILUNG DER KOHLEHYDRATE IN DEN 
ORGANEN UND GEWEBEN BEI DER 
INSULIN- UND SYNTHALIN-HYPOGLYKAMIE, 
BEIM HUNGER SOWIE BEI FUNKTIONS- 
STORUNGEN DER LEBER. 


Von 


KATSUMICHI MATSUURA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Prafektur-Hospitals zu Kobe. 
Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 27. Miirz 1933.) 


I. EMNueErrune. 


Synthalin ist bekanntlich ein von Frank, Nothmann, 
Wagner u. a. synthetisch hergestelltes Guanidinderivat mit blut- 
und harnzuckersenkender Wirkung. Seine Giftigkeit ist nicht 
wesentlich hoher als die des Guanidin. Frank u. a. nehmen an, 
dass das Synthalin_ beziiglich des Wirkunesmechanismus im 
Kohlehydrat-Haushalt dem Insulin gleichkommt. Den Wirkungs- 
modus des Synthalin in diesem Haushalt haben manche Autoren 
schon experimentell wie klinisch verschiedentlich untersucht und 
dartiber berichtet. Ob das Synthalin im Wirkunegsmechanismus 
tatsachlich dem Insulin gleich zu stellen ist, dartiber gehen die 
Auffassungen aber heute noch recht weit auseinander. 

Eine Reihe von Autoren haben sich bestrebt, in Bezug auf den 
Wirkungsmodus Unterschiede zwischen beiden Stoffen zu finden: 
z. B. in bezug auf biochemische Veriinderungen in den Korperfliis- 
sigkeiten und in den Organen (Jansen u. Baur, Staub, Rodo u. 
Marks, Ralli, Elaine u. Tiber, Barrenscheen u. Eisler, 
Arndt, Miiller u. Schemann); oder den Resultaten bei Gas- 
stoffwechsel-Untersuchungen Rechnung tragend (Jansen u. Baur, 
Klein u. Weiss, Karr, Walter u. Schumann, Staub, Rodo 
u. Marks) ; oder auf das Ergebnis der Untersuchungen an Organen 
hin (Salén, Ernst u. Nyrén, Rodo u. Marks, Ahlgren) ; 
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ferner auf Grund histologischer Befunde (Hornung u. Stanis- 
law, Arndt, Miller u. Schemann, Morawitz u. Adler, 
Bodeker u. Junkersdorf, Staub, Rodo u. Marks, Simola, 
Karr; Belk u. Petty, Ochiai). 

Aus den Resultaten der zahlreichen Untersuchungen lassen sich 
den Wirkungsmodus des Synthalin betreffend folgende Gesichts- 
punkte entnehmen : 

1. Die Wirkung des Synthalin ist der des Insulin vollkommen 
eleich. 

2. Ganz anders als Insulin verftigt aber Synthalin iiber keine 
Regulation im Kohlehydratstoffwechsel. Die Synthalinwirkung 
unterscheidet sich von der Insulinwirkung prinzipiell dadurch, dass 
sich der durch Einwirkung des Synthalin verlorengehende Zucker 
ausschliesslich nur auf anoxybiotischem Wege zu Milchsaure um- 
wandelt. Synthalin wird deshalb nichts anderes als ein Zelleift 
sein. 

3. Synthalin bewirkt, auf dem Umweg iiber das vegetative 
Nervensystem, Forderung der Insulinsekretion im Tierkorper. 

Beztiglich des Wirkungsmechanismus des Synthalin herrscht 
also heute noch keine einheitliche Ansicht. 

Um die Unterschiede in den sich im Kohlehydratstoffwechsel 
abspielenden Wirkungsmechanismen zwischen Insulin und Syn- 
thalin besser beurteilen zu lernen, habe ich nun neue Versuche 
angestellt, in denen wir das Kaninchen der Wirkung grdésserer 
Synthalindosen tiberlassen und den Verlauf der dadurch aus- 
gelosten hypoglykamischen Erscheinungen genau verfolgt haben. 
Zugleich haben wir auch alle erdenklichen Untersuchungen iiber 
die biochemischen Veranderungen im Blut vorgenommen. Weiterhin 
haben wir, stets unter Beriicksichtigung von Kontrollunter- 
suchungen am Insulintiere, auf diejenige Substanz zu fahnden 
versucht, welche zur Beseitigung des hypoglykamischen Komplexes 
recht gut wirksam ist. Diese Experimente habe ich schon in einer 
japanischen medizinischen Zeitschrift ‘‘Nippon Naika Gakkai 
Zasshi’’ 1933, Bd. 21, No. 4 verdéffentlicht, wobei wir zusammen- 
fassend zu folgenden Schliissen gekommen sind: 

1. Der Blutzuckerspiegel des Synthalintieres bewegt sich in 
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recht weiten Grenzen, zwischen 20-50 me%. 

Unter insgesamt 50 Synthalintieren sinkt bei 26 der Blut- 
zuckerspiegel erst nach vorhergegangener temporiirer Steigerung 
wesentlich, wahrend er bei den iibrigen Tieren ohne weiteres fallt. 
Beim Insulintier bleibt jedoch eine derartige Hyperglykimie véllig 
aus. 

2. Simultan mit dem Eintritt der hypoglykimischen 
Erscheinungen setzt beim Insulintier ein Temperaturabfall ein, 
jedoch mit Ausnahme der sehr heissen Sommermonate. Beim 
Synthalintier ist er aber selbst in der heissen Zeit noch zu beo- 
bachten. 

Beim Insulintier, bei dem iibrigens Glukoseinjektion die 
Krampfe (bzw. Lahmungen) leicht zum Versschwinden bringt, 
steigt die gefallene Korpertemperatur mit der Blutzuckererhohung 
wieder langsam an. Die Riickkehr der gefallenen Korperwarme 
findet jedoch beim Synthalintier, auch wenn die Glukosezufuhr die 
Intensitat der hypoglykamischen Symptome hatte beseitigen 
, keineswees 


konnen—dies kommt tbrigens nur ganz selten vor 
statt. 

3. Die Vergleichsuntersuchungen der blutchemischen Ver- 
anderungen im Synthalin- und Insulintier lassen sich wie folgt 
zusammenfassen : 

a. Analog dem Insulintier bleibt die nach Synthalininjektion 
an Intensitét zugenommene Verminderung des Serum-Refraktions- 
wertes und des Hamoglobingehaltes bis zum Eintritt der hypogly- 
kamischen Erscheinungen in aller Deutlichkeit bestehen. 

b. Der K/Ca-Wert des Serums ist beim Synthalintier meist 
erniedrigt, dagegen beim Insulintier eher erhoht. 

e. Der Cl-Gehalt des Blutplasmas schwankt beim Insulintier 
nicht wesentlich, wahrend er im Synthalintier bis zu der Zeit 
hinuntergeht, zu der der hypoglykimische Komplex eintritt. Dass 
aber diese Abnahme im Synthalintier ursdchlich nichts mit dem 
Hintritt einer hypoglyk’mischen Erscheinung zu tun hat, kann 
man leicht dadureh erkennen, dass das gleichartige Symptom auch 
beim Tiere, in dem der Cl-Gehalt des Plasmas vorher durch intra- 
venidse Kochsalzinfusion in die Hohe getrieben worden war, ebenso- 
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eut herbeigefiihrt werden kann. . 

4. Den hypoglykiimischen Komplex beim Insulintier zu 
beseitigen ist man dadurch imstande, dass man entweder Glukose- 
lésung oder eine Losung einer der chemisch der Glukose verwandten 
Hexosen oder auch eine Lésung derjenigen Substanzen, welche sich 
im Organismus unter Aufspaltung oder auf synthetischem Wege 
zu Glukose umwandeln koénnen, parenteral dem Tiere zuftihrt 
(Takeda, Sugawarau. Tsunekawa). Ganz besonders gilt dies 
aber fiir das Synthalintier, bei dem die Glukosebehandlung prinzi- 
piell versagt und nur ganz vereinzelt einen wenn auch guten, 
jedoch vortibergehenden Erfole bringt. Die Tiere gehen trotzdem 
bis zum nachsten Morgen samtlch zugrunde. 

5. Aus dem Gesagten ist wohl verstandlich, dass in bezug auf 
den hypoglykamischen Komplex offenbar grundlegende Unter- 
schiede zwischen Insulin und Synthalin bestehen. Am auffallends- 
ten ist der Unterschied, dass das hypoglykaémische Symptom beim 
Insulintier sicher durch Glukoseinjektion beseitigt werden -kann ; 
beim Synthalintier dagegen kaum. 

Bei den Uberlegungen iiber den Grund fiir diese markante 
Differenz wurde angenommen, dass das hypoglykaémische Symptom 
beim Insulintier deshalb durch Zuckerzufuhr leicht beseitigt 
werden kann, weil das Phanomen offenbar in deu Organen und 
Geweben seine Ursache hat, und dass es beim Synthalintier deshalb 
ungtinstig verlauft, weil es sich dabei ursachlich wohl nicht allein 
um Zuckerabnahme im Gesamtorganismus handelt. Es musste 
somit ein anderer wesentlicher Faktor mitspielen. 

Diese Erwagung erscheint um so mehr berechtigt, je genauer 
man obige Untersuchungsresultate betrachtet. Zur Sicherstellung 
dieser Annahme ist es auch von Belang, dass man den Zuckerwert 
bei Einzelfallen in verschiedenen Organen und Geweben bestimmt 
und die erhaltenen Werte miteinander vergleicht. 

Hiervon ausgehend haben wir Untersuchungen iiber die Ver- 
teilung der Kohlehydrate, und zwar von wahrem und Restzucker 
sowie von Glykogen in den Organen und Geweben vorgenommen. 

Die erste Arbeit tiber Zuckerbestimmung in den Organen und 
Geweben beim Insulintier stammt meines Wissens von Hetenyi 
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(1925), der bei Vergleichsversuchen mit dem Guanidintier daraut 
hinwies, dass die Leber des Insulintieres im Kohlehydrathaushalt— 
im Gegensatz zu dem Guanidintier—sich besonders verhalt, und 
zwar sich bestrebt, wahrend der stirksten Verminderung des Blut-, 
Organ- und Gewebszuckers die Ausschwemmung des Leberzuckers 
in den Kreislauf hintanzuhalten. Es wurden aber von Hetenyi 
nur Gesamtreduktionswerte bestimmt. Beachtenswert ist aber, dass 
die Organe bzw. das Gewebe—im Gegensatz zum Blut—ausser 
Zucker noch andere reduzierbare Stoffe in nicht geringer Menge 
enthalten, so dass eine blosse Bestimmung der Gesamtreduktion 
von nur geringer Bedeutung ist. Es fragt sich deshalb, ob es sich 
bei Hetenyi ausschliesslich um wahren Zucker gehandelt hat. 
Hine Klarstellung der korrelativen Beziehungen dieser Zuckerarten 
ist daher am Platze. 

Im Hinblick auf diese Umstande haben wir beim Insulin- und 
Synthalintier Bestimmungen des Gesamtreduktionswertes sowie des 
wahren und Restzuckers, ferner des Glykogengehaltes vorgenom- 
men. ‘Angestellt wurden auch Kontrollversuche an hungernden 
und leberfunktiongestorten Kaninchen. 


Il. EXPERIMENTELLES. 


Als Versuchstiere dienten uns tiber 2 ke schwere Kaninchen, 
die tiber 12 Stunden lang gehungert hatten. Das Synthalin wurde 
zwecks Reinigung in der Weise verarbeitet, dass die Tabletten in 
einer mit wenig Wasser beschickten Schale von dem iibergezogenen 
Silberhautchen befreit und in ca. 5 cem Wasser emulgiert wurden. 
Diese Aufshwemmung wurde dann dem Versuchstier entweder am 
Riicken subeutan eingespritzt oder mit Hilfe eines Katheters per 
os in den Magen gebracht. 

Die verabreichte Synthalinmenge, die fiir das Auftreten des 
ausgesprochenen hypoglykimischen Komplexes erforderlich war, 
wurde durch diesen Vorversuch bei 2,0-2,5 ke schweren Kaninchen 
bei 20 mg und bei Tieren von 2,5-3,0 ke Korpergewicht bei 30 mg 
ermittelt. 

Deutliche hypoglykiimiseche Erscheinungen bietende Syn- 
thalintiere wurden nach Durchschneidung der Carotis durch 
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Verblutungstod ad exitum gebracht. Das Tier wurde gedffnet, 
Organe und Gewebe entnommen und der Wirkung einer Papain- 
lésung ausgesetzt, um das Versuchsmaterial zur Digestion zu 
bringen. Die Zuckerbestimmung in den so erhaltenen Losungen 
erfolete dann nach der Doi’ schen Wahrer-Zuckerbestimmungs- 
methode (Hefemethode), um damit die Werte der Gesamtreduk- 
tion und des wahren bzw. Restzuckers festzustellen. 

Bei dieser Bestimmung hat es sich aber herausgestellt, dass 
das verwandte Papain an und fiir sich eine nicht geringe Menge 
reduzierender Substanzen enthalt. Aus diesem Grunde haben wir 
genau den Reduktionswert des gereinigten Papains ermittelt, wobe1 
sich ergab, dass dieser Wert je nach der Konzentration der Papain- 
ldsungen ziemlich wechselt, und zwar in hodherer Konzentration 
erosser ist. 

Hierauf haben wir weiter Versuche vorgenommen, in denen 
wir das Muskelgewebe mit Papainlosungen absteigender Konzentra- 
tion zur Gentige vorbehandelt und an jeder Portion die Reduk- 
tionswerte, und zwar namentlich den Gesamtreduktionswert und 
den wahren- bzw. Restzucker, genau bestimmt haben. Auf diese 
Weise waren wir nun imstande festzustellen, welche Konzentration 
der Losungen fiir weitgehendste Verdauung des Muskelgewebes 
am besten geeignet ist. Ahnliche Versuche haben wir noch mit 
Aufschwemmungen von mazeriertem Muskelgewebe in 0,8% NaCl 
und Wasser angestellt. 

Die Resultate gehen aus der folgenden Tabelle hervor: 


TABELLE I. 
Gesamt- Rest- 
Nr. Untersuchtes Material reduktions- | reduktions- 
wert wert 
mg% | mg% 
| ——— ——_——_-— — —- —- ——— — \ 
A leem 1% Papainlésung+0,5 g Muskel 128,6 | 69,8 
B \ ” 0,1% ” ae ” ” 68,2 29,5 
C » 0,01% » oP op Bs 39,0 17,6 
D Extrakt v. 0,5 g Muskel mit 0,8% NaCl Sori | 14,8 
E ” ” 99 ” » destill. Wasser 36,8 | 14,8 
AS | 1% Papainlésung allein 60,0 27,0 
B | 0,1% o % 9,0 4,4 
C 0,01% . 38 | 4,0 


Insulin- und Synthalin-Hypoglykimie. 447 


Aus diesen Resultaten ergibt sich ein Reduktionswert des 
Muskelgewebes wie folgt: 


TABELLE II. 


| Gesamt-| Rest- | Wahrer- 
Nir Untersuchtes Material zedul- reduk- Zackey- 
tionswert|tionswert); wert 
mg% | mg% | mg % 
A Mit Zusatz von 1% Papainlésung 68,6 42, | 28,8 
B 5 3 oy WHILS ” 59,2 25,1 34,1 
(0) mp BS a O,0L% ” 34,2 13,4 20,8 
D | Extrakt v. Muskel mit 0,8% NaCl W355 14,8 ; 20,8 
B sy = © » destill. Wasser 36,8 | 14,8 22,0 


Wie aus der vorstehenden Tabelle ersichtlich ist, sind die 
erzielten Reduktionswerte bei dem mit einer stark verdiinnten etwa 
0,01% igen Papainlosung versetzten und bei dem mit 0,8% NaCl 
oder destilliertem Wasser extrahierten Muskelgewebe fast die 
gleichen. Es bestehen also fast keine Unterschiede zwischen beiden 
Zusatzen. Bei der Vorverdauung des Muskelgewebes mit einer 1% 
igen Papainlosung wurden auch fast die gleichen Resultate erzielt 
wie bei der Anwendung einer 0,1%igen Papainlésung, wobei jedoch 
die Reduktionswerte in diesem Fall (0,1 u. 1% Papainlosung) 
etwas grosser als die Reduktionswerte der 0,01% Papainlosung oder 
der Aufschwemmung in NaCl u. Wasser sind. Diese Verhaltnisse 
lassen sich dadurch erklaren, dass vielleicht eine durch Einwirkung 
des Papain von dem gebundenen Zucker in Freiheit gesetzte 
Zuckerart dafiir verantwortlich ist. In einer 1% igen Papain- 
lésung sind an sich schon ziemlich reichlich reduzierende Sub- 
stanzen vorhanden, hingegen nur ganz wenig in emer 0,1% igen 
Loésung. Zieht man aber die erhaltenen Reduktionswerte der an 
reduzierenden Substanzen reichen Losungen von dem gefundenen 
Gesamtreduktionswerte ab, so bleibt eine Ungenauigkeit. Aus 
diesem Grunde haben wir uns nur einer 0,1% igen Papainlosung 
zur Verdauung des Versuchsmaterials bedient. Andererseits haben 
wir nach vorhergegangener Hydrolyse des zu untersuchenden 
Materials nach der Methode von Suto, Iwasaki und Mori den 
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Glykogengehalt als Zucker (den Zuckerwert nach der Hagedorn- 
Jensen’schen Methode bestimmt) geschatzt. 


Ill. Diz RESULTATE DER UNTERSUCHUNGEN, 


Um festzustellen, ob das Kaninchen, das durch Uberdosierung 
von Synthalin bzw. Insulin einmal zu hypoglykaémischen Erschei- 
nungen, und zwar zu Krampfen, Lahmungen der Extremitaten usw. 
gefiihrt worden war, sich wieder spontan erholen kann, wurde das 
Tier 10 Minuten nach Auftreten der Symptome durch Verbluten 
getotet. Einerseits wurde der Gehalt der Organe—Leber, Niere, 
Lunge und Gehirn—und der Gewebe—Muskelgewebe—an Zucker 
(Gesamt- und Restreduktion sowie Wahrer-Zuckerwert), ferner an 
Glykogen sofort bestimmt. Andererseits wurde der Blutzucker in 
ein und demselben Tier so lange gemessen, bis der hypoglykamische 
Komplex durch Synthalin in Gang gebracht wurde. Die erzielten 
Resultate sind in Tabelle I{I wiedergegeben. 

Die Versuche beim Synthalin- und Insulintier mit hypogly- 
kamischem Geprage ergeben, dass die Restzuckerwerte der Organe 
und Gewebe ungefahr normal,—dabei die Werte der Lunge und 
des Gehirnes aber etwas herabgesetzt,—hingegen die Gesamtreduk- 
tions- und wahren Zuckerwerte stark vermindert sind. Die Leber 
des Synthalintieres stellt aber eine Besonderheit dar. Im Gegensatz 
zum Insulintier sind nimlich Gesamtreduktions- und wahrer 
Zuckerwerte in der Leber des Synthalintieres besonders stark 
herabgesetzt ; viel starker als in den iibrigen Organen und Geweben. 
In dieser Beziehung verhalten sich die beiden Stoffe als ganz 
verschieden. 

Was das Glykogen anbelangt, so nimmt dieser Stoff sowohl im 
Synthalin- wie auch im Insulintier sehr stark ab, am stirksten aber 
in der Leber und in dem Muskelgewebe. Es bestehen jedoch keine 
Unterschiede in der Intensitat der Glykogenabnahme. 

Zieht man diese Sonderstellung der Leber in Betracht, so wird 
sich der Gedanke ergeben, dass es sich wahrscheinlich um durch 
Synthalin bedingte Funktionsstérungen der Leber handle. Um 
diese Frage zu klaren, haben wir an Kaninchen, die entweder 
gehungert hatten oder mit Phosphor bzw. Tetrachlorkohlenstoft 
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TABELLE III. 


| 


» ap N we ‘ c: 
aE 2 ep e | Xe ° Gesamtreduktions- 
: = <q = F * = = x 3 | wert des Blutes mg % 
= o-4 is. 4 A | | 2 
3 59 ie 3 3 oO rs) o iad . Bol 
a as oe Ey |p eh | Ea hl) ssh ei Gok lie 
ai | as dielsielelcslalasal s 
6 3 A 3 S 2/4/58 Fi mm | a | & 5 
Mo 4 
G.-R. | 423] 463 | 414 |1477| 310 
Kontrolltier R.-R. | 249] 348 | 293] 376| 246 
(Cais i. 
7 Palle W.-Z. | 174) 115) 121 |1101) 64 


Glyk. 75 | 349| 93) 986) — 


20/X 2250 30 G.-R. | 188 | 392) 340) 480) 181] 136] 120) 80] 65 | 60 


1/XI 2360 30 G.-R. | 173 | 392 | 324) 335) 186 | 114)175| 107) — | 61 


13/X1 2500 40 G.-R. | 135 | 412) 315) 415) 159) 126/110) 100} 80 | 60 


25/X1 2300 30 G.-R. | 155 | 430 | 350 | 450/160 | 116 | 171] 108 63 


5/XI1I| 1890 20 G.-R. | 182| 463] 348] 441) 183/123) — | — | — | 27 
R.-R. |176|411 310} 370) 171 


19/XII| 2300 | 30 | G.-R. |188|392| 350} 490|181/126) — | — | — | 60 
R.-R. |181|351| 320} 410| 152 
W.-Z.-!- 71 411 30| .80- 29 
Glyk. | 30] 55} 30] 70) — 


G.-R. = Gesamtreduktionswert R.-R. = Restreduktionswert 
W.-Z. = Wahrer Zuckerwert Glyk. =Glykogen 
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TABELLE III. (continued) 


| 
| 
| 
| 
| 


amtreduktions- 


< oe Nx a& ) ) ° 
Loe eee, ap on ~ > > wert des Blutes mg % 
Tt acai tert BY Bees alts = 
ie ee FS a ie o o u 7 a 
eS 10 O° en) Ls on av © oO a wu ine) oO ao a 
A |Mes Bas ala | S|] e | 2 lado dcee 
aM i gi/s|4)4 me | a | vy 
a —_—— = 
G.-R. | 423] 463 | 414 [1477] 310 
Kontrolitier R.-R. | 249| 348 | 193] 376) 246 
Durchsehnitt. W.-Z. |174|115|121/1101) 64 
("7 Fille 
Glyk. | 75/349] 93] 986, — 
30/XII| 1900 | 4.8 | G.-R. |304| 464] 282 |2276| 254| 124 28 
| R.-R. | 218/425] 242) 368) 241 


Glyk. | 45| 56) 52] 43) — 


2/III | 1930 9.0 G.-R. | 280 400 |1631| 270 


R.-R. | 190 355 | 480} 240 
W.-Z. 90 45 |1151| 30 
Glyk. 300 
18/111 2280 9.5 G.-R. | 320] 335 | 360 |1700| 290 | 127] 62 | 37 Bd 


TIN 2460 9.5 G.-R. | 340 | 360 | 330 |1430| 380 | 116 | 64 32 


Glyk. 161 

19/IV 2710 9 G.-R. | 330 | 360 | 360 |1495) 292| 119) 81 | 64 | 53 | 31 
R.-R 310 | 351 | 350 | 480) 280 
W.-Z. | 20) 9) 10/1015) 12 
Glyk. 336) 

25/1V 2280 9.5 G.-R. | 320] 335 | 360 |2270| 276 | 123 27 
R.-B. | 230)| 295 | 314] 705) 262 
W.-Z. |-90| 40} 46/1529) 14 
Glyk. 42 

G.-R. = Gesamtreduktionswert R.-R. = Restreduktionswert 


W.-Z.= Wahrer Zuckerwert Glyk. =Glykogen 
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vergiftet waren, die Zuckerbestimmungen unternommen, und zwar 
Bestimmungen der Gesamt- und Restreduktion sowie des wahren 
Zuckerwertes. Die Resultate gehen aus der Tabelle IV hervor. 

Wie Tabelle IV angibt, findet man im Gehirn der Phosphor- 
bzw. Tetrachlorkohlenstofftiere keine, in den iibrigen Organen und 
Geweben hingegen eine nicht unwesentliche Abnahme des Wahren- 
Zuckerwertes, die aber im Vergleich zum Synthalin- bzw. Insulintier 
nicht deutlich ist. Der Gesamtreduktionswert im Muskeleewebe 
bleibt dabei zwar unveriindert, ist jedoch in simtlichen Organen 
ziemlich erniedrigt. Was den Restreduktionswert anbelangt, so 
fallt die Abnahme ziemlich zugunsten des Gehirnes aus. In den 
ubrigen Organen und Geweben ist dieser Wert jedoch fast normal. 

Im Gegensatz zum Synthalin- bzw. Insulintier sowie dem 
leberfunktiongestorten Tier ist der Restzucker im Hungertier 
tberall stark vermindert. Ebenso auch ziemlich stark der Gesamt- 
reduktions- und Wahre-Zuckerwert in den Organen und Geweben, 
aber dennoch weniger intensiv als beim Synthalin- bzw. Insulintier. 
Auch in den Organen und Geweben der leberfunktiongestérten oder 
der hungernden Kaninchen kommt eine starke Abnahme des 
Glykogen bis zum Verschwinden zustande, so dass seine Bestim- 
mung manchmal kaum méoeglich ist. Die Abnahme an Glykogen ist 
viel bedeutender als beim Synthalin- bzw. Insulintier. 

Aus dem Ausfall der Versuche tiber die Kohlehydratverteilung 
in den Organen und Geweben der Synthalin-, Insulin- und 
Hungertiere sowie der leberfunktiongestorten Tiere ist es gestattet 
zu schliessen, dass sich Synthalin und Insulin im Spiele des 
Kohlehydratstoffwechsels héchstwahrscheinlich ganz verschieden 
verhalten, und dass das Synthalintier in diesem Spiele dem leber- 
funktiongestorten Tiere zwar nicht ganz gleich, jedoch mehr an 
dessen Seite zu stellen und von dem Hungertiere, in dem die 
Glykolyse enorm stark vor sich geht, deutlich zu unterscheiden ist. 

Die Ursache der besonders interessanten Tatsache zu klaren, 
dass sich einerseits beim Synthalintier eine hochgradige Abnahme 
an Zucker, vor allem an wahrem Zucker in den Organen und 
Geweben und andererseits beim Insulintier eine leichte Zunahme 
des wahren Zuckers in der Leber findet, muss einer weiteren Unter- 
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4 ee Ey A a A 2 
5 aes | = S 
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G.-R. | 423] 463] 414 | 1477] 310 
; R.-R. | 249] 348] 293] 376] 246 
Kontrolitier W--Z 174 115 21 | 1101 64 
Glyk. (hss || BHC 93 | 986 — 
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-005 p, Kilo , 
subeutan inj. W.-Z 45 44 50 | 140 94 
Glyk 5 74 2| 98 = 
23/V | 2000 | Nekoirazu G.-R. | 320| 510! 570| 590| 140 
0.02 g p. ¥ ; 
ilo panos R.-B. 270 | 460) 500! 437 70 
W.-Z 50} 50 70 | 153 70 
Glyk. 14 | 100 6| 105 - 
28/V 1900 5 G.-R. | 310] 491} 300! 553] 140 
R.-R. | 263} 451 | 930| 437 70 
W.-Z 47 | 40 70 | 153 70 
Glyk. 12 96 5 | 104 — 
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65 snes Ri-R. | 240} 400|.254| 351] 150 
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43/V1 | 1900.) Hunger G.-R. | 91] 284] 208| 352| 212 
(8 Tage) B-B. | 54] 210/ 841 200] 157 

Wez | 371-74) aed 152] — 55 

Giyk. | 70| 62] 58| 88| — 

18/¥I} 2400 | Hunger a-R. | 116| 484] 392] 2221 216 
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W.-Z Ag o6t al) eco ent alla Be 
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SE R-R. =: St) 178 | 90.) 148) 4149 
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GIy ings) 3 a 
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G.-R. = Gesamtreduktionswert R.-R. = Restreduktionswert 
W.--Z. = Wahrer Zuckerwert Glyk. =Glykogen 


suchung vorbehalten bleiben. 


IV. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Versuchsresultate iiber die Verteilung der JKohle- 
hydrate in den Organen und Geweben des Synthalin- und Insulin- 
tieres weisen darauf hin, dass der Restzuckerwert fast gleich dem 
des normalen Tieres ist, wahrend der Wahre-Zuckerwert und Gly- 
kogenspiegel eine deutliche Abnahme zeigen. Es hat sich heraus- 
gestellt, dass die Leber des Insulintieres im Gegensatz zum 
Synthalintier sich besonders verhalt, indem der wahre Zucker und 
die Gesamtreduktion nicht nur nicht herabgesetzt, sondern eher 
etwas erhoht sind. 

2. Mit der einzigen Ausnahme des Gehirnes zeigen die Organe 
und Gewebe der leberfunktiongestorten Phosphor- bzw. Tetrachlor- 
kohlenstofftiere einen dem normalen ganz nahen Restzuckerwert 
und eine ziemlich deutliche, jedoch im Vergleich zum Synthalin- 
bzw. Insulintier nicht sehr wesentliche Abnahme des Wahren- 
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Zuckerwertes. Die Abnahme an Glykogen ist aber viel starker als 
beim Synthalin- bzw. Insulintier. 

3. Die Kohlehydrate, und zwar namentlch die Gesamtreduk- 
tion, der Rest- und wahre Zucker in den Organen und Geweben 
der Hungertiere nehmen stets parallel ab. Am deutlichsten ist 
die Abnahme des Glykogen, so dass die Bestimmung desselben 
manchmal kaum méelich ist. 

4. Aus dem Befund der Kohlehydratverteilung in den 
Organen und Geweben geht deutlich hervor, dass sich Synthalin-, 
Insulin- und Hungertiere im Spiele des Kohlehydratstoffwechsels 
ganz verschieden verhalten, und dass das Synthalintier in dieser 
Beziehunge dem leberfunktiongestorten Tier am niachsten steht, 
ihm jedoch nicht ganz gleichartig ist. 

Ks ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Dr. Takeda fiir seine 
stetige Anregung und Hilfe, den Herren Professoren Kakiuchi 
(Universitat zu Tokyo), Akamatsu (Med. Akademie zu Chiba) 
fiir ihre freundhichen Ratschlage und Durchsicht der Arbeit zu 
danken. 
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EINLEITUNG. 

Uber den Kohlenhydratstoffwechsel im tierischen Organismus 
sind in den letzten Jahren viele Arbeiten veroffentlicht worden. 
Vor allem beim Zuckerabbau in den Muskeln fand Embden (1912) 
Lactacidogen, und seit seiner Arbeit, in der er die grosse Rolle der 
Phosphorsiure betonte, hat die Biochemie ganz allgemein ihre 
Aufmerksamkeit auf dieses Gebiet gelenkt. Wir wissen nun, dass 
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beim Glykogenabbau der Muskeln zunichst als Intermediarprodukt 
Hexosemonophosphat entsteht, und miissen annehmen, dass eine 
weitere Spaltung erfolet; aber in anderen Organgeweben wird 
wahrscheinlich diese Spaltung nicht immer denselben Verlauf 
nehmen. 

Bei Tierversuchen heilt bei Konvulsionen infolge Insulin- 
hypoglykimie diese durch Glukose-Injektion sofort, wahrend sie 
bei Injektion von Hexosephosphat nicht heilt. Das ist daraut 
zuriickzuftihren, dass die Glukose im Hirn leichter verbrannt wird 
als das Hexosephosphat, und so die Stoffwechselanomalieen infolge 
des Kohlenhydratmangels beseitigt werden. Lobel (1925) fand, 
dass die graue Hirnsubstanz Glukose gut, dagegen Glykogen und 
Hexosephosphat nicht spaltet. Ashford (1929) und auch Holmes 
beobachteten, dass der Giukoseabbau im Kaninchengehirn un- 
abhingig von der Phosphorsaure vor sich geht. Warburg (1926) 
hat in seiner grossen Arbeit tiber den Stoffwechsel der Tumoren 
berichtet, dass das tiberlebende Tumorgewebe Glukose auffallend 
gut spaltet, dass dagegen die Spaltbarkeit des Hexosephosphats nur 
eine sehr geringe ist. Dahingegen fand Meyerhof (1926), dass 
die roten Muskeln und die Leber die Glukose nicht spalten, wahrend 
das Hexosephosphat von ihnen gut gespalten wird. 

Wenn wir diese Ergebnisse betrachten, dann leuchtet ein, dass 
ausser bei den roten Muskeln in dem Kohlenhydratstoffwechsel der 
anderen Organgewebe die Bildung von Hexosephosphatester als 
Stoffwechselzwischenprodukt nicht unbedingt notig ist. . 

Verf. hat nun unter Leitung von Herrn Prof. Dr. K. Kodama 
die Aufgabe tibernommen, Forschungen iiber den Abbau_ ver- 
schiedener Kohlenhydrate in iiberlebenden Geweben und besonders 
uber die Spezifitat der Aktivatoren anzustellen, um dadurch einer 
Erklarung des Kohlenhydratstoffwechsels im lebenden Organismus 
naher zu kommen. 


I. DER GLUKOSEABBAU DURCH VERSCHIEDENE GEWEBE. 


1923 haben Warburg und seine Mitarbeiter eine Messungs- 
methode der Gewebsatmung und Glykolyse erfunden und mit Hilfe 
derselben dann eine ganze Reihe von bedeutenden Forschungen 
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durchgefiihrt. Besonders mit ihren biochemischen Forschungen 
uber die Tumoren haben sie ein bis dahin noch véllig unbearbeitetes 
Gebiet in Angriff genommen. Seitdem wir nun diese bequeme und 
exakte Messungsmethode besitzen, haben alle biochemischen For- 
schungen eine ganz neue Richtung erhalten. 

Auch ich habe mich zu meinen Untersuchungen der neuen 
Methode von Warburg (1926) bedient. Die Ringerlésung wurde 
nach dem Rezept von Y. Okamoto (1925) aus dem Warburg’- 
schen Institut als eine dem Rattenserum isotonische Loésung 
(—0.56°C) dargestellt. 

Um die Atmung, die aerobe und die anaerobe Glykolyse 
gleichzeitig messen zu konnen, hat Verf. die Manometer in der 
folgenden Weise angeordnet : 


Thermo- 
L ae Tit barometer 
Ringer- 3 cem 8 cem 3 eem 3 com 
Losung 
. 5% COz 5% COz 5% COz 5% COz 
Gas 95% Ox 95% Ox 95% Ne 95% Ne 
Gewebe Gewebe Gewebe eee 
Gefiss- Ko, =1.1049 Ko, = 0.7520 Kao, =1.4742 
konstante Koo, =1-2651) Koo, =1.1819 . 


Das Gas wurde in der Form genommen, wie es das hiesige 
Gaswerk liefert und zur Messung der anaeroben Glykolyse die 
Spur von Sauerstoff im N.—-CO2-Gasgemisch durch Uberleiten iiber 
erhitztes reduziertes Kupfer beseitigt. Das Gas wurde zunachst in 
Ringer-Losung bis zur Sattigung durechgeleitet und dann der 
Luftraum der Kastchen mit dem Manometer damit gefullt. Die Pu 
der mit Gas gesittigten Ringer-Lésung war, mit dem Indikator 
eemessen, 7.3-7.7. Die Versuche wurden im Thermostat bei ato C 
ausgeftihrt. 

Als Versuchsmaterial diente der Typus IV des Mausekrebses 
und das Kaninchen-Spindelzellensarkom aus dem Pathologischen 
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Institut unserer Fakultat. Diese wurden subeutan auf das betref- 
fende Tier transplantiert, und dann wurde nach ea. 3-4 Wochen 
der massig entwickelte Tumor direkt vor dem Versuche aseptisch 
exstirpiert und mit dem Rasiermesser in Schnitte zerlegt; die 
makroskopisch sichtbaren nekrotisierten Teile wurden entfernt, und 
dann immer etwa gleich grosse Stiickchen zum Versuche gebraucht. 
Als rote Muskeln wurden solehe vom Oberschenkel von Kaninchen 
aseptisch entnommen, und davon Schnitte hergestellt. Die Leber 
wurde von gut ernéhrten Mausen nach Abtotung direkt vor dem 
Versuch aseptisch exstirpiert, und dann in Schnitte zerlegt. 

Die Gewebe wurden im Trockenschrank ca.2 Stunden lang, 
jedenfalls bis zur Gewichtskonstanz, getrocknet. Das Trockenge- 
wicht wurde mit der Mikrowage von Sartorius festgestellt und 
dann zu den Berechnungen verwertet. 

Die Ergebnisse memer Untersuchungen stimmen in jeglicher 
Beziehung mit denen von Warburg tiberein. In der Tabelle I 
wurden nur die Mittelwerte der mehrmaligen Bestimmungen an 
einzelnen Organen veroffentlicht, wobei Q®, Qy und Ge die 
gewohnlche Bedeutung zugeschrieben ist. : 


TABELLE I. 
Glukose-Abbau durch verschiedene Gewebe. 
Bilao LESS: Ringer-Lossung.NaHCOs = 2,5.10 Mol. 
Glukose = 1,1.10 Mol. 
Gewebe Q” qr Qy 
Krebs — 5,24 3.27 23.10 
Sarkom — 517 11.27 21.64 
Zwerchfell eT, 0.74 | 1.89 
Hirngewehbe —11.46 7.49 10.27 
Leber ESS 0 2.30 
Roter Muskel = GG 1.07 0.93 


In der Tabelle II] sind die Ergebnisse der analogen Untersu- 
chungen mit Lavulose wiedergegeben. 

Aus den Tabellen ergibt sich, dass im Vergleich zu der recht 
guten Spaltung der Glukose durch das Tumorgewebe, die Liivu- 
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TABELLE IT. 
Lavulose-Abbau durch verschiedene Gewebe. 
37.5° PH=7.5 Ringer-Lésung.NaHCO; = 2,5.10°Mol. 
Lavulose = 1,1.10~Mol. 


Gewebe 2 Ne ae 
Q Q qr 
KxXrebs — 6.40 0 1.83 a 
Sarkom — 3.94 0 Pa LOG 
Leber | — 9.03 Peel 12.09 


losespaltung durch dasselbe nur gering ist. Bei der Leber ist 
dahingegen die Lavulosespaltung héher als die der Glukose. 


Il. Derr ABBAU DER HEXOSEPHOSPHATE DURCH 
VERSCHIEDENE GEWEBE. 


Die Versuchsmethodik und das angewandte Material waren 
ganz dieselben wie in dem vorhergehenden Versuche. 

Als Hexosephosphate-Praparate wurden das  Candiolin 
(Hexosediphosphorsaures Calcium-Bayer) und das Yatoconin- 
Funaoka gebraucht. Das Candiolin ist in Wasser schwer losheh; 
ich habe es deshalb mit 0.1 ecem N/10 HCl mechanisch zerrieben 
und so gelost. Sodann wurde das Calcium durch Zusatz einer 
entsprechenden Menge Natriumoxalat beseitigt. 

Das Yatoconin, ein kaufliches Praparat von Fructosemono- 
phosphatealecium, wurde frisch aus der Ampulle mit Ringerlosung 
vermischt, und das Calcium ebenso wie beim vorigen Praparate 
beseitigt. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle III ange- 
geben. (Nur Mittelwerte angegeben). 

Der Hexosephosphatabbau des Tumorgewebes ist im Vergleich 
zum Glukoseabbau desselben nur sehr gering, dagegen ist die 
Hexosephosphat-Abbaugeschwindigkeit bei den roten Muskeln und 
der Leber bedeutend grosser als die fiir die Glukose. 

Fassen wir die erhaltenen Resultate zusammen, so ergibt sich, 
dass die quergestreiften roten Muskeln und die Leber das Hexose- 
phosphat besser spalten als die Glukose, dagegen diese von Sarkom, 
Karzinom, Gehirngewebe und Zwerchfell auffallend besser gespalten 
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TABELLE III. 
Hexosephosphate (Candiolin und Yatoeonin)-Abbau durch verschiedene Gewebe. 
Bey” Pen 76 5) Ringer-L*sung.NaHCO; = 2,5.10 “Mol. 
Candiolin = 0,2 proz. Yatoconin = 1,1.10-*Mol. 


Gewebe Ge Qe Qy 
Krebs — 6.23 0 2.87 
Sarkom 

Candiolin — 3.32 iil | 2.79 

Yatoconin — 5,35 0 1.22 
Zwerchfell — 6.14 0.96 0.56 
Hirngewebe | = 115 1.19 1.52 
Roter Muskel 

Candiolin — 3.13 Bett Oh 4.35 

Yatoconin — 1.52 1.38 3.11 
Leber | —18.58 0 3.74 


= 


wird, als das Hexosephosphat. Es lassen sich also, wie das schon 
von Bumm (1930) vorgeschlagen worden ist, je nach ihrer 
Spaltunegsfahigkeit fiir Kohlehydrate 2 verschiedene Systeme von 
Geweben unterscheiden, d.h. ein die Glukose spaltendes Tumor- 
system und ein das Hexosephosphat spaltendes Rotemuskelsystem. 

Die vom lebenden Organismus resorbierten Kohlenhydrate 
werden als Reservestoff in Form von Glykogen in der Leber 
abgelagert, werden dann durch nervése oder chemische Reize in 
Glukose umgewandelt und treten als solehe in die Blutbahn ein. 
Hin Teil der Kohlenhydrate wird als Glykogen in den Muskeln auf- 
gespeichert und bildet hier die Energiequelle fiir die Muskel- 
kontraktionen. 

Embden (1926) hat bereits gefunden, dass bei dem Glykogen- 
und Glukoseabbau durch die Muskeln Hexosephosphat als Inter- 
mediarprodukt gebildet wird. Aus meinen eigenen Versuchen geht 
ja auch klar hervor, dass die Hexosephosphate, Candiolin und 
Yatoconin, durch die Muskeln schneller gespalten werden als die 
Glukose. Beziiglich des Glykogenabbaus durch die Leber haben 
wir die Arbeiten von Riesser (1924) und von Barrenscheen 
(1930), die fanden, dass bei der Leber ebenso wie bei den Muskeln 
Hexosephosphat als Zwischenprodukt gebildet wird. Auch bei 
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meinen Versuchen habe ich festgestellt, dass die Hexosephosphat- 
spaltung etwas umfangreicher ist als die der Glukose. Hier ist 
ganz besonders interessant, dass die Spaltungsgeschwindigkeit der 
Tumorgewebe fiir Glukose eine bedeutend gréssere ist als fiir das 
Hexosephosphat. Wenn aber das Tumorgewebe ebenso wie die 
Muskeln beim Abbau von Glykogen und Glukose das Hexosephos- 
phat als Zwischenprodukt bilden wiirde, dann wiiren meine 
bisherigen Hrgebnisse einander widersprechend. Um nun den 
Spaltungsverlauf bei Tumoren noch klarer zu machen, habe ich 
die nachstehenden Versuche angestellt. 


Jil. Diz EINWIRKUNG DER VERSCHIEDENEN KOFERMENTE AUF 
DEN KOHLENHYDRATABBAU DES TUMOR- UND 
ROTEMUSKEL-GEWEBES. 


Die tierische wie die pflanzlche Zelle braucht zum Kohlen- 
hydratabbau die Wirkung eines Ferments, der Zymase. Euler hat 
aber gefunden, dass ausser dieser immer noch das Vorhandensein 
einer Kozymase notwendig ist. Und mit den neuesten Fortschritten 
der Forschung ist die Frage der Bedeutung der Kozymase fiir den 
Kohlenhydratstoffwechsel ausserordentlich verwickelt geworden. 

Harden und Young (1906) haben in dem Hefekochsaft eine 
die Garung befordernde Substanz gefunden und diese als Kozymase 
bezeichnet. Meyerhof (1921) fand dann, dass bei der chemischen 
Reaktion, durch die die Muskeln das Glykogen spalten und dann 
das als Zwischenprodukt entstandene Hexosephosphat weiter in 
Milchsaure umsetzen, ein Koferment eine wichtige Rolle spiele ; und 
er behauptete weiter, dass dieses Koferment und die Kozymase der 
Hefe einander ersetz-n ko6nnten, wie denn auch ihre chemische 
Zusammensetzung dieselbe sei. Lohmann (1931) hat dann aus 
den Muskeln Adenylpyrophosphorsiaure isoliert und diese ftir den 
wirksamen Bestandteil des Koferments erklirt, der ebenso wie die- 
ses auch dieselbe Wirkung wie die Kozymase entfalte. Hr fand 
weiter, dass zur Entfaltune der Wirksamkeit des von ihm 
eefundenen Stoffes das Vorhandensein des Mg-lons von Wichtig- 
keit sei. Euler und Myrback (1931) haben aus der Hefe eine 
stark aktive Kozymase dargestellt und die Aktivitaét derselben mit 
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der Adenylpyrophosphorsiure von Lohmann verglichen. Aut 
Grund ihrer Ergebnisse haben sie zwar gegen einen Teil der 
Schlussfolgerungen Lohmann’s Hinwande erhoben, doch stimmen 
sie mit letzterem Forscher insofern tiberein, als auch sie eine 
Adenylsiureverbindung fiir die Wirkung der Kozymase verant- 
wortlich machen. Beziigheh der Wirkungsweise des Koferments 
sind sich die genannten Autoren dariiber einig, dass es die Aufgabe 
habe, die Phosphorylierung, die den ersten Angriff bei dem Kohlen- 
hydratabbau ausftihrt, zu aktivieren, d.h. dass es ftir den Kohlen- 
hydratstoffwechsel der roten Muskeln unentbehrlich ist. Welche 
Bedeutung aber das Koferment fiir den Kohlenhydratabbau der 
Tumoren hat, ist bisher leider noch nicht experimentell festgestellt 
worden. 


1. Die Einwirkung des Koferments-T auf den Glukose-Abbau des 
Tumorgewebes und der roten Muskeln. 

1924 hat Watermann mittels eines Extrakts von Krebs- 
gewebe die Glykolyse der isolierten Niere gesteigert und diese 
Wirkung als der des Meverhof’schen Koferments(1921) identisch 
erklart. Euler und Myrback (1925) haben durch Hefegirungs- 
versuche festgestellt, dass in dem Karzinom die Kozymase der 
Alkoholgarung reichlich vorhanden ist. Kraut und Bumm(1929) 
haben unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Glukosespal- 
tung beim Karzinom eine sehr grosse ist, ein Karzinomextrakt 
hergestellt, mit Hilfe dessen es ihnen gelang, den Glukoseabbau des 
Nierengewebes zu aktivieren. Spateren Forschungen zufolge aber 
ist die Wirkungsweise des Koferments-T und der Kozymase sowie 
des Koferments eine verschiedene; das erstere hat auf die Zucker- 
spaltung der Hefe oder des Rotemuskel-Systems, d.h. bei der 
Phosphorylierung mit dem Ziele des Glukoseabbaus, keinen Hin- 
fluss. Dagegen soll das Koferment-T beim Karzinom, den Nieren, 
den weissen Muskeln (Zwerchfell usw.), dem Gehirn u. a. m. die 
einen anderen Verlauf nehmende Glukosespaltung aktivieren. 

Verf. hat aus dem Kaninchensarkom ein Extrakt hergestellt 
und die Wirkung desselben auf die Glukosespaltung der ver- 
schiedenen Gewebe beobachtet. 
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Methodtk und Versuchsmiterial. 


Zur Durchfiihrung der Versuche diente auch hier das 
Warburg’sche Manometer und ein anaerobes Medium. Kontrolle 
und Versuch wurden gleichzeitig durchgefiihrt. Als Materialien 
dienten wie in den vorhergehenden Versuchen Sarkom, Leber und 
Muskeln. Das Zwerchfell wurde nach Abtéten von Mausen und 
Abpraparieren desselben in dem so erhaltenen Zustand gebraucht. 
Von den nach der Tétung der Kaninchen durch Luftembolie er- 
haltenen Nieren wurden Schnittpraparate hergestellt und an- 
gewendet. 

Die Darstellung des gereinigten Tumorextraktes aus dem 
Kaninchensarkom wurde ebenso vorgenommen, wie Kraut und 
Bumm (1928) sie beim Rattensarkom von Jensen vorgenommen 
haben. Der Tumor wurde exstirpiert, makroskopisch von 
nekrotischen Teilen befreit und dann in kleine Stiickehen zer- 
schnitten, die dann zwei Stunden lang in der vierfachen Menge 
Aceton stehen gelassen wurden. Darauf wurden sie wieder 1 Stunde 
lang in der gleichen Menge Aceton, dann in einer Aceton-Ather- 
Mischung 30 Minuten und schliesslich in Ather 30 Minuten stehen 
eelassen und dann im Exsikkator getrocknet. Danach wurden 2 g 
des gelblichbraunen Trockenpraparates in einem Morser zu Pulver 
zerrieben und unter Zusatz von 50 cem N/100 NH3 unter weiterem 
Reiben 2 Stunden lane extrahiert. Dann wurde zentrifugiert, der 
iiberstehenden Fliissigkeit die 8 fache Menge von 96%igem Alkohol 
zugesetzt und ungefahr zwei Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, worauf sich ein weisser, flockiger Niederschlag abschied, 
der dann abzentrifugiert, nach Atherzusatz getrocknet und im 
Exsikkator aufbewahrt wurde. Bei der erhaltenen Substanz 
handelt es sich um das Koferment-T. Die Resultate sind in Tabelle 
IV zusammengebracht. 

Wie aus der Tabelle IV ersichtlich ist, wurde der Glukoseabbau 
der Nieren und des Zwerchfells um rund das Doppelte aktiviert. 
Im Vergleich hierzu ist die Aktivierung des Glukoseabbaus durch 
das Sarkom nur gering. Die Ursache fiir diese Erscheinung diirfte 
darin zu suchen sein, dass das Sarkom schon an sich sehr grosse 


466 H. Matsuzaki: 


Mengen von den Koferment-T enthalt, und daher der glykolytische 
Apparat schon sowieso ad maximum arbeitet, sodass ein weiterer 
Zusatz des Koferments-T wirkungslos bleibt. 


TABELLE LV. 
Der Hinfluss des Koferments-T auf den anaeroben Glukose-Abbau. 
BYiliye Wise 4/5) Ringer-Lésung.NaHCOs;= 2,5.10 Mol. 
Glukose = 1,1.10°Mol. 


Gewebe seme eat Kontrolle| Versuch ao aa 
Sarkom 1 0.013 g 26.94 34.93 29.6 
| 2 | e 24.91 28.15 13.0 
| 3 ‘ 23.83 31.14 30.6 
|  Mittel 25.93 30.82 24.4 
Ohne Glukose 0.015 1.46 2.75) 
Zwerehfell | 1 0.013 1.67 3.25 94.6 
2 : 2.00 3.65 82.5 
3 0.015 2.78 9.04 225.1 
Mittel 2.15 5.31 100.7 
Ohne Glukose 0.015 0.64 0.54 
Niere | 1 0.007 4.10 7.57 84.6 
2 0.013 3.03 5.51 81.8 
3 0.017 2.90 6.53 125.1 
Mittel | 3.84 6.53 97.1 
Ohne Glukose 0.015 | 173 1.2 
Leber | 1 0.007 1.78 2.10 18.0 
2 0.010 1.14 1.17 ; 
3 0.013 1.16 130 |? 126 
Mittel 1.36 1.52 10.2 
Muskel 1 0.013 2.02 1.59 (—) 
2 0.015 1.85 2.07 | 1210 
Mittel 1.93 "| ea—oe 


—-— \ 


Im allgemeinen ist aus den Versuchen zu schliessen, dass das 
Koferment-T auf das Sarkom, das Zwerchfell und die Nieren einen 
deutlich die Glukose-Spaltung aktivierenden Einfluss hat, wihrend 
cies bei den roten Muskeln und der Leber nicht der Fall ist. Die 
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geringe Aktivierung im Falle der Leber, wie sie aus der Tabelle 
hervorgeht, tibersteigt nicht die Grenzen der Moglichkeit eines 
technischen Fehlers. Bei den roten Muskeln und der Leber wirkt 
die Kozymase bei der Phosphorylierung der Hexosephosphatester 
im Prozesse des Abbaus der Glukose und des Glykogens; das Kofer- 
ment-T hat daran bei diesen Geweben keinen Anteil, wohl aber 
beim Tumorgewebe. Aus diesen Ergebnissen meiner Versuche ist 
ersichtlich, dass Kozymase und Koferment-T ganz verschiedene 
Dinge sind, und dass das Koferment-T an der Phosphorylierung 
keinerlei Anteil hat. 


2. Die Einwirkung der Hexokinase auf den Glukoseabbau des 
Tumor- und Rotemuskelgewebes. 


Meyerhof (1927) hat aus einem Extrakt von Backerhefe 
eimen Aktivator isohert, den er Hexokinase nannte. Mit Hilfe 
dieser Hexokinase gelang es ihm den Glukoseabbau im Muskel- 
extrakt zu aktivieren. Seiner Ansicht nach besteht die Wirkune 
der Hexokinase in einer Aktivierung der Veresterung der Glukose 
und der Phosphorsaure, bei der die gebildete Hexosephosphorsaure 
auf dem Wege tiber ein ahnliches Zwischenprodukt wie bei der 
Glykogen gespalten wird. Euler (1928) hat durch Zusatz von 
Hexokinase zu trockenen Muskeln ebenfalls eine Aktivierung von 
deren Glukoseabbau beobachtet. Kraut und Bumm (1928) haben 
die Wirkune der Hexokinase und des Koferments-T miteinander 
verglichen und dabei gefunden, dass der Glukoseabbau der roten 
Muskeln durch die Hexokinase aktiviert wird, wahrend das Kofer- 
ment-T keinerlei Hinfluss zeigte. 

Verf. hat den Einfluss der Hexokinase auf den Glukoseabbau 
durch die roten Muskeln und das Tumorgewebe untersucht, um 
festzustellen, ob der Verlauf der Glukosespaltung bei den roten 
Muskeln und dem Tumorgewebe derselbe sei. 

Die Methodik war dieselbe wie bei den vorhergehenden 
Versuchen, ebenso auch das Material. 

Die Hexokinase wurde wie folet nach Meyerhof aus 
Bickerhefe dargestellt : 200 g Backerhefe wurden mit einer kieinen 
Menge Toluol verrieben, bei 35°C 45 Minuten lang im Brutschrank 
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plasmolysiert, darauf das gleiche Volum destilliertes Wasser hinzu- 
gesetzt, verrieben, 2 Stunden lang im Brutschrank bei 35°C stehen 
gelassen, zentrifugiert, dem Riickstand wieder etwas Toluol. 
zugesetzt, verriihrt und dann iiber Nacht im Brutsehrank bei 35°C 
stehen gelassen. Am anderen Morgen wurde dann wieder zentri- 
fugiert, die erhaltene zitronengelbe tiberstehende Fliissigkeit auf 
0°C abgekiihlt, die gleiche Menge absoluten Alkohols hinzugesetzt, 
wieder abgekiihlt und der erhaltene weisse, flockige Niederschlag 
zentrifugiert. Um diesen im Warburg’schen Apparat verwenden 
zu konnen, wurden die fltichtigen Substanzen, wie Alkohol und 
Toluol, im Vakuum abgedampft, und so eine braunlichgriine 
Substanz erhalten, und zwar in einer Ausbeute von 152. Diese 
wurde dann wieder unter Zusatz von 20 ccm destilliertem Wasser 
im Morser zerrieben, und die iiberstehende Fliissigkeit in der 
Hiskammer aufbewahrt. Die Resultate sind in Tabelle V_ ange- 
geben. 


TABELLE VY. 
Der Hinfluss der Hexokinase auf den anaeroben Glukose-Abbau. 
Sn eres Ringer-Lésung.NaHCOs;= 2,5.10°Mol. 
Glukose =1,1.10~Mol. 


Gewebe bas | Hexokinase | Kontrolle | Versuch aa 

Rorce Master i [Pn005 conn || t0cemiN ant 219 
2 : | 052 | 3.22 519 

3 | 0.72 1.66 130 

4 oe, | 0.29 3.21 1007 

|  Mittel | | 0.55 2.55 364 

Ohne Glukose 0.05 | 0.81 | 0.51 

Sarkom | 1 / 0.05 | 24.68 | 24.13 (—) 
| 2 Paes | 201i a) = ors 8.0 

| 3 We: |} 21.83 | 19.54 (=) 

|  Mittel | 22.31 | 21.80 (=) 


Aus den Ergebnissen der dann mit dem Warburg’schen 
Manometer vorgenommenen Untersuchungen ist zu ersehen, dass 
die Glukose durch das Rotemuskelgewebe so gut wie nicht gespalten 
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wird, dass durch Zusatz von Hexokinase aber eine deutliche 
Aktivierung eintritt. Dagegen hat die Hexokinase auf. die 
Glukosespaltung des Tumorgewebes keinerlei Einfluss. Demnach 
ist also anzunehmen, dass anders als bei der Glukosespaltung durch 
das Rotemuskelgewebe, das Carcinomgewebe bei der Glukosespal- 
tung kein Hexosephosphat als Zwischenstufe bildet. 


) 


3. Die Einwirkung des Nebennierenrinden-Extrakts auf den 
Kohlenhydratstoffwechsel des Tumor- und des 
Rotemuskelgewebes. 


Tiere, denen die Nebennieren exstirpiert werden, gehen nach 
wenigen Tagen ein, woraus sich ergibt, dass dieses Organ fiir die 
Tiere eine lebenswichtige Rolle spielt. Tsukano (1932) hat in 
unserem Institut mit Hilfe von Thunberg’s Methylenblaumethode 
festgestellt, dass der Nebennierenrinden-Extrakt ein fiir die Oxyda- 
tion des Biozuckers (Kodama’s Hexosemonophosphorsaure) 
wichtiges Koferment enthalt. Tokumitsu (1917) fand weiter, 
dass bei Unterbindung des Ductus pancreaticus Hypertrophie der 
Nebennierenrinde entsteht, und dass bei Exstirpation der Neben- 
nierenrinde Glykosurie auftritt. Nagai (1932) stellte dann fest, 
dass bei Avitaminose die Oxydationskraft des Herzmuskels und der 
roten Muskeln abnimmt, wahrend andererseits Hypertrophie und 
Vermehrung des Kozymasegehaltes der Nebennierenrinde statt- 
findet. In der letzten Zeit hat nun noch St. Gyorgi (1928) 
gefunden, dass die Nebennierenrinde einen kraftigen Oxydations- 
katalysator enthalt. 

Aus allen diesen Untersuchungsergebnissen geht deutlich 
hervor, dass die Nebennierenrinde fiir den Kohlenhydratstoff- 
wechsel von der groéssten Bedeutung ist. 

Verf. hat Untersuchungen iiber den Einfluss des Nebennieren- 
rinden-Extrakts auf das Rotemuskel-Candiolin-System und das 
Tumor-Glukose-System angestellt. Die Untersuchungsmethodik und 
das Material waren dieselben wie in den vorhergehenden Versuchen. 


Darstellung des Nebennierenrinden-Extrakts, 


Von frischer Ochsennebenniere wurde die Rinde abprapariert, 
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zerkleinert, dazu das gleiche Volumen destilliertes Wasser hinzu- 
gesetzt, auf dem Wasserbad ca. 30 Minuten lang gekocht, durch 
entfettete Watte filtriert, dem Filtrat das halbe Volumen Chloro- 
form zugesetzt, geschiittelt und dann bei Zimmertemperatur mittels 
der Wasserstrahlpumpe das Chloroform abgedampft. Diese Proze- 
dur wurde dreimal wiederholt. Sodann wurde 25% ige Trichlores- 
sigsiure zugesetzt, bis dass die Endkonzentration 5% betrug; die 
Lésung wurde durch ein aschefreies Filter filtriert, das Filtrat mit 
Ca (OH). auf eine PH von 6.8 neutralisiert, dann wieder filtriert 
und dem Filtrat absoluter Alkohol zugesetzt, bis dass die Hnd- 
konzentration 90% betrug. Hierbei entstand ein weisser flockiger 
Niederschlag, der abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und im 
Vakuum eingetrocknet wurde. Es wurde dabei eine leicht griin- 
gelbe Substanz erhalten, die im Exsikkator aufbewahrt wurde. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle VI angegeben. 


TABELLE VI. 


Der Einfluss des Nebennierenrinden-Extrakts auf den Candiolin-Abbau 
der roten Muskulatur und den Glukose-Abbau des Sarkoms 
(nur Mittelwerte angegeben) 
PH=7.5 Ringer-Lésung.NaHCO:= 2,5.107Mol. 
Candiolin = 0,2 Proz. 
Glukose=1,1.107Mol. Extrakt=0,02 g in 24.8 cem. 


o x ae Zunahme d. 
Gewebe ay Qu Qa | qi’ % 

Nicht gewaschener Muskel | 

Ohne Extr. —3.13 2.47 4.35 

Mit Extr. . S797 5.95 7.04 | 84 
Gewaschener Muskel 

Ohne Extr. =1°62 1.45 2.34 

Mit Extr. —5.79 2.94 4.76 103 

Muskel+ Extr. — 2.43 0.51 0.74 

Muskel allein, —1.84 0.94 1.04 
Sarkom mit Extr. | —5.17 11:27 21.64 

Ohne Extr. —7.48 9.74 23.47 


Aus den Versuchen geht deutlich hervor, dass der Neben- 
merenrinden-Extrakt auf den Candiolinabbau durch die roten 
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Muskeln aktivierend wirkt. Der Einfluss des Nebennierenrinden- 
Extrakts auf den Glukose-Abbau durch das Sarkomgewebe aber 
geht, wenn er auch gegeniiber der Kontrolle vorhanden zu sein 
scheint, doch nicht tiber den Maximalwert bei der Kontrolle hinaus. 
Der Nebennierenrinden-Extrakt hat also anders als das Koferment- 
T zwar einen Einfluss als Aktivator auf den Candiolinabbau der 
roten Muskeln, dagegen nicht auf den Glukoseabbau des Tumor- 
gzewebes. 

Wir wissen aus den bisherigen Versuchen, dass das Hexose- 
phosphat durch Glykolyse von den roten Muskeln gut gespalten 
wird, bei welchem glykolytischen Vorgang ausser den Fermenten 
des Muskelgewebes auch Kofermente eine grosse Bedeutung haben. 
Um nun festzustellen, welche Beziehungen zwischen Koferment und 
Nebennierenrinden-Extrakt bestehen, habe ich bei den Versuchen 
die roten Muskeln mit Ringerlésung gewaschen und gefunden, dass 
durch die teilweise Entfernung des Koferments die Glykolyse 
auffallend herabgesetzt wurde. Fiigte ich dann Nebennieren- 
rinden-Extrakt hinzu, so wurde die glykolytische Kraft wieder- 
hergestellt, und selbstverstandlich wurde auch die Glykolyse bei 
den nicht gewaschenen Muskeln durch Zusatz des Extraktes 
aktiviert. Daraus lasst sich annehmen, dass Extrakt eine 
Substanz enthalt, die das Koferment des Muskels zu _ ersetzen 
vermag. Diese Substanz aktiviert den Kohlenhydratabbau der roten 
Muskeln, bei dem als Zwischenstufe Hexosephosphat gebildet wird, 
in auffallender und zwar der gleichen Weise wie das Koferment, 
wogegen es auf den Glukoseabbau des Tumorgewebes so gut wie 
keinerlei Einfluss hat, woraus wiederum gefolgert werden kann, 
dass der Abbau der Kohlenhydrate bei dem Tumorgewebe tiber eine 
andere Zwischenstufe gehen muss. 

Die oben aufgefundenen grossen Unterschiede zwischen 
Tumoren und dem Rotemuskelgewebe in ihrem Verhalten beim 
Kohlenhydratstoffwechsel lenkt die besondere Aufmerksamkeit auf 
die Rolle der Phosphatase und der Phosphatese in den betreffenden 
Geweben. Man kann wohl annehmen, dass der schlechte Abbau 
von Hexosephosphaten dureh das Tumorgewebe dem Fehlen an 
Phosphatase, einem die Phosphorsdure abspaltenden Kerment, 
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zuzuschreiben ist, wahrend im Muskel solche reichlich vorhanden 
ist, und hier die Hexose im aktiven Zustand abgespalten werden 
kann. Aber im Muskelgewebe kann die Phosphatese, ein 
synthetisches Ferment der Hexosephosphate fehlen, infolgedessen 
dann die Glukose nicht abeebaut werden kann. 


ITV. Dir VERTEILUNG DER PHOSPHATESE UND DER PHOSPHATASE IM 
TumMoR UND ROTEMUSKELGEWEBE. 


Verf. hat nun in weiteren Versuchen die Verteilung der beiden 
Fermente bei dem Zuckerabbau der in Frage stehenden beiden 
Gewebssysteme gemessen, um moglcherweise den Verlauf des 
Zuckerabbaus noch klarer zu machen, wodurch auch die wesentliche 
Rolle der Fermente in Kohlenhydratmetabolismus erhellt werden 
konnte. 

Zu diesen Versuchen bediente ich mich der Methode von 
Fiske und Subbarow (1925), d.h. es wurde dureh Zusatz von 
Ammoniummolybdat-Reagens [I zu  Phosphorsiure Phosphor- 
molybdansaure hergestellt, diese durch Amino-naphtol-sulfonsaure 
reduziert und kolorimetrisch mittels Molybdaénblau das P2O; 
bestimmt. Als Material diente das Kaninchensarkom, von dem 
nach der Exstirpation das Blut sorgfaltig abgewischt und die 
nekrotisierten Teile beseitigt wurden. Von ihm wurde dann ein 
Brei hergestellt. Als Rotemuskelgewebe diente ein Brei der 
Oberschenkelmuskeln von gut entbluteten Kaninchen. 


1. Phosphatase-Bestimmung. 

Zu 1g des Gewebsbreis wurden 4eem  Glykokoll-Puffer 
(PH 8.6), 1eem 1%iges Candiolin, oder 1 cem M/20 Glycerophos- 
phat und 0.2 ccm Toluol hinzugegeben ; das Ganze wurde gut durch- 
gemischt. Hin Teil dieses Gemisches diente zur Bestimmung der 
bereits frei vorhandenen anorganischen Phosphorséiure. Diesem 
Teil wurden sofort 5cem 10% ige Trichloressigsdure hinzugefiigt, 
es wurde enteiweisst, filtriert und dann im Filtrat die anorganische 
Phosphorsaure bestimmt. Der andere Teil diente zur Bestimmung 
der durch die Phosphatase gespaltenen Phosphorsiure. Er wurde 
zunichst bei 37°C 24 Stunden lang im Brutschrank stehen gelassen 
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und dann nach der oben erwahnten Methode enteiweisst. Zu 1 cem 
des Filtrats wurden 3 eem Molybdat-Reagen I, und 1 eem eereinigte 
Eikonogenlésung hinzugesetzt und dann wurde mit dest. Wasser 
auf 25cem aufgefiillt. Alsdann wurden weiter zu lecm einer 
Standard-Phosphorsdéure-Lésung (entsprechend 0.1 mg Phosphor) 
3cem des Molybdat-Reagens I, 0.5 cem 10% ige Trichloressigsiure, 
1 cem Hikonogenlésung zugesetzt, und auch hier wurde auf 25 eem 
mit dest. Wasser aufgefiillt. Beide Loésungen wurden dann 
wahrend 5 Minuten bei 37°C im Thermostaten gehalten; nach 
Abkthlung auf Zimmertemperatur wurde dann die kolorimetrische 
Bestimmung vorgenommen. Der Unterschied in dem Gehalt an 
freier Phosphorsaure sofort nach Herstellung des 1. Teils des 
Gemisches und dem des 2. Teils, der 24 Stunden im Brutschrank 
gestanden hatte, wurde als Phosphatase ausgerechnet. Die Re- 
sultate sind in Tabelle VII angegeben. 


2. Phosphatese-Béstummung. 

Das Gewebsmaterial war dasselbe wie bei der Phosphatase- 
Bestimmung. Zu 1g des Gewebsbreis wurden 1 cem 2%igen NaF, 
leem 1%igen Na2HPO,, leem 1.5%ges Glykogen und 0.2 cem 
Toluol zugesetzt. Der eine Teil dieser Losung wurde mit 7%iger 
Trichloressigsaure enteiweisst, und in dem Filtrat die anorganische 
Phosphorséure bestimmt. Der andere Teil wurde 24 Stunden lang 
bei 37°C im Brutschrank gehalten, enteiweisst, und in dem Filtrat 
die freie Phosphorsdure bestimmt. Aus der Differenz zwischen 
dem Phosphorsiuregehalt der beiden Losungen wurde die Phos- 
phatese-Menge berechnet. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 
VII zusammengestellt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, dass im Rotemuskel- 
gewebe Phosphatese ebenso wie Phosphatase in grossen Mengen 
vorhanden ist, und dass die Esterbildung und -spaltung sehr 
lebhaft vor sich gehen. In dem Tumorgewebe ist fast gar keine 
Phosphatese vorhanden, daher fast gar keine Esterbildung statt- 
findet. Dagegen ist in dem Tumorgewebe eine grossere Menge 
Phosphatase enthalten als in dem Muskelgewebe. Demnach ist die 
Vermutung, dass dem Tumorgewebe wegen Mangels an Phos- 
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TABELLE VII. 


Phosphatese und Phosphatase des Sarkoms und der roten Muskulatur, 
(Anorg. Phosphat in mg synthetisiert od. gespaltet in 24 Std. bei 370s 


Sarkom | Rote Muskulatur 
Phosphatese 
. 0.113 0.834 
0.113 0.983 
0.062 | 0.834 
0.046 | 1.032 
0.068 1.032 


Mittel 0.080 Mittel 0.943 


Phosphatase 


Candiolin Glycerophosphat Candiolin Glycerophosphat 
1.251 1.279 0.878 1.018 
1.233 1,201 0.889 0.965 
1.233 1.274 0.924 1,070 
Mittel 1.239 1.261 Mittel 0.897 1,040 
1.227 0.992 
Mittel 1.250 Mittel 1.017 


phatase die Fahigkeit des Hexosephosphat-Abbaus abgeht, nicht 
aufrecht zu erhalten. Es scheint eher annehmbar, dass die Phos- 
phorsauren keine bemerkenswerte Rolle im Kohlenhydratmeta- 
bolismus der Tumoren spielen. 


V. Das WASSERSTOFFAKTIVIERUNGS-VERMOGEN DES TUMOR- UND 
DES ROTEMUSKELGEWEBES VERGLICHEN Mit HILFE DER 
M&THYLENBLAU-METHODE. 


Die Tumor- und Muskelsysteme kénnen verschiedene Formen 
von Zucker zum Abbau bringen; und es ist wohl bekannt, dass 
als Abbau-Endprodukte gemeinschaftlich Milchsiure  geliefert 
wird; jedoch haben wir tiber die Abbauwege keine genauen Kennt- 
nisse, In dieser Hinsicht liefert nun unsere Beobachtung iiber das 
Verhalten der Wasserstoffaktivierung im Sinne yon Wieland in 
den beiden Systemen ein interessantes Bild. Es wurde namlich 
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eine aktive Reduktion des Methylenblaus mittels der Thunberg- 
schen Methode namentlich im Muskelsystem nachgewiesen, wiihrend 
das gleiche in dem Tumorgewebe gar nicht der Fall war. 

Zu diesen Versuchen wurde dasselbe Material, wie ich es zu 
meinen vorhergehenden Versuchen verwendet habe, zerkleinert und 
gut gewaschen, um den Donator zu beseitigen. Dann wurde das 
Gewebe im Morser zerrieben, m/15 Phosphat-Puffer (Pu 7.38) 
zugesetzt und ein 10%iger Brei hergestellt. Als Donator diente 
dieselbe Zuckerlosung wie bei den vorhergehenden Versuchen und 
als Akzeptor m/10000 Methylenblauldsung. Von dieser Liésung 
wurde je 1 cem in das Vakuumrohr nach Thunberg eingebracht, 
mit der Vakuumpumpe 2 Minuten lang evakuiert, das Rohr in 
einen Thermostaten bei 40°C eingetaucht und die Zeit vom 
Eintauchen bis zur Entfarbung der Lésung bestimmt. Die Re- 
sultate sind in Tabelle VIII angegeben. 


TABELLE VIII. 


Vergleich der H2-Aktivierung des Tumor- und des Rotemuskelgewebes 
durch die Methylenblau-Methode nach Thunberg. 


10% Gewebsbrei 
in m/15 Phosphat- Donator Koferment Entfarbungszeit 
Puffer 
Tumor 1 cem 1,1.10°Mol Glukose = > 60’ 
1 cem 
” ys Koferment-T > 60’ 
0.015 ¢ 
Muskel 1 cem 0.2 Proz. Candiolin — 8’-10’ 
1 ¢em 
” iD Nebennierenrinden- 4'30”-8'30” 
Extr. 0.0008 ¢ 


Wie aus der Tabelle VIII ersichtlich ist, wird bei Oxydation 
des Candiolins dureh den Muskel die H2-Aktivierung stark 
gefordert. Im Falle der Glukose-Oxydation beim Tumorgewebe 
entsteht fast gar keine H2-Aktivierung, woraus sich vermuten lasst, 
dass bei der Oxydation des Tumorgewebes ein von der Hexosephos- 
phat-Spaltung verschiedener Chemismus am Werke ist. 
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VI. Derr Triose-ABBAU DURCH VERSCHIEDENE GEWEBE. 


Da der oben erwahnte Versuch iiber die Hy-Aktivierung in den 
beiden Gewebsarten auf irgendwelche voneinander abweichende 
Abbauwege der Kohlenhydrate hinwies, musste es sehr interessant 
und wiinschenswert erscheinen zu studieren, ob die beiden Gewebe 
auch ein verschiedenes Verhalten gegen die Triose zeigen. Uber 
das Auftreten von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton als inter- 
mediadre Spaltprodukte beim Hexoseabbau gehen die Meinungen 
der Autoren auseinander. Embden (1912) betrachtete Glycerin- 
aldehyd als Zwischenstufe, weil es durch Blut noch schneller als 
die Glukose gespaltet wurde. Nach Bruno Mendel dagegen wurde 
die anaerobe Glykolyse von Tumorgewebe durch geringe Hinzu- 
fiigune von Glycerinaldehyd stark gehemmt. Dieser Befund 
wurde auch von Rosenthal am Leber- und Tumorgewebe 
bestatiegt. 

Die Versuchsergebnisse des Verfassers iiber die Spaltung des 
Glycerinaldehyds durch Sarkom, roten Muskel und Leber sind in 
Tabelle [X zusammengestellt. Aus dieser Tabelle geht deutlich 
hervor, dass alle Gewebe Glycerinaldehyd nur sehr schlecht bent- 
tzen. Im Sarkom ist die aerobe, ebensowie die anaerobe Milchsaure- 
bildung aus Glycerinaldehyd bedeutend geringfiigiger als aus 
Glukose und in der Leber als aus Fruktose. Daher das Auftreten 
des Glycerinaldehyd als Zwischenstufe dieses Hexose-Abbaus aus- 
geschlossen werden kann. Nur das Verhalten von Rotemuskel- 
gewebe gegen Glycerinaldehyd bedarf einiger Erwihnung. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich, zeigt das Rotemuskelgewebe eine 
schwache, doch verhaltnissmassige stairkere Umwandelung des 
Glycerinaldehyds als Tumor und Leber. Ganz iibereinstimmende 
Resultate haben wir auch bei der Methylenblau-Reduktion 
angetroffen, dh. in Anwesenheit von Glycerinaldehyd als Ho- 
Donator betrug bei den roten Muskeln die Entfarbungszeit 27’—32’, 
wahrend sie beim Tumor 60’ betrug. Aber es ist zu friih aus 
diesem Befunde zu schliessen, dass das Glycerinaldehyd mit Sicher- 
heit ein Zwischenprodukt im Hexosphosphatabbau dureh das 
Muskelgewebe ist. Wir wollen nur behaupten, dass Glycerin- 
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TABELLE IX, 
Glycerinaldehyd-Abbau durch verschiedene Gewebe. ‘ 
Si(eap, least yi Ringer-Lésung.NaCHOs= 2,5.10°Mol. 
Glycerinalydehyd = 1,1.10~°Mol. 


Versuchs- Oz O2 Ne 

Gewebe ee ae Q Qu Qu 
Sarkom 1 —4.77 1.80 1.60 
2 —5.02 0 1.12 

3 —5.60 2.68 1.30 

Mittel —5.13 0.82 1.34 

Roter Muskel HE —3.27 2.62 3.56 
% —1.24 0.84 0.90 

3 —1.00 0.80 1.04 

Mittel —1.83 1.42 1.83 

Leber 1 —2.98 3.87 0.98 
2) — 6.61 5.29 1.36 

Mittel ~4.79 4.58 idly 


aldehyd als Vorstufe der Milchséure im Rotemuskelgewebe 
auftreten kann. 

Betreffs des Dioxyacetons hat Iwasaki (1930) auf Grund 
seiner Untersuchungen mit Hefe unter Beriicksichtigung der 
Garungsgeschwindigkeit und der dabei entwickelten Warme 
abgelehnt, das Dioxyaceton als Zwischenstufe der Hexosespaltung 
anzusehen. . Virtanen (1930) fand, dass bei der Garung durch 
Kolibazillen das Dioxyaceton schneller gespalten wird. als die 
Glukose, und sprach sich daher fiir die Annahme des Dioxyacetons 
als Zwischenstufe aus. Ausser diesen haben wir noch die Verof- 
fentlichungen von Buchner (1910), Harden und Young (1912) 
tiber die Spaltung des Dioxyacetons durch Hefe, aber auch die 
Ergebnisse bei diesen Arbeiten stimmen nicht tiberein. 

Auch in dieser Hinsicht habe ich einige Versuche angestellt. 
Die Arbeitsmethode und das Material waren dieselben wie in den 
vorherigen Versuchen. Das verwendete Dioxyaceton stammte von 
der Firma Kahlbaum. Die Resultate sind in Tabelle X angegeben. 

Demnach wurde Dioxyaceton durch das Tumorgewebe unter 
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TABELLE X. 


Dioxyaceton-Abbau durch verschiedene Gewebe. 


BYfiaye | 1etee— (4s) Ringer-Lisung.NaHCOs;= 2,5.10~-Mol. 
Dioxyaceton = 1,1.10~Mol. 

Versuchs- Oo O2 Ne 

Gewebe ag etic Q Qxr Qu 
Sarkom i — 14.68 13.21 11.94 
2 — 8.89 12.24 17.39 
3 — 6.41 11.54 13.92 
Mittel — 9.99 12.39 14.41 
Roter Muskel 1 — == 4.73 
2 — — 3.29 
Mittel — = 4.01 
Leber al —12.89 11.58 22.86 
2 — 9.08 9.49 24.93 
Mittel —10.97 10.53 23.89 


TABELLE XI, 


Methylglyoxal-Abbau durch verschiedene Gewebe. 


Bye Pree 7/5) Ringer-Liésung.NaHCO: = 2,5.10 Mol. 
Methylglyoxal =1,1.10~Mol. 

Versuchs- Oz O2 Ne 

Gewebe ieee Q Qu Qu 
Sarkom i —1.77 18.63 22.65 
2 — 0.76 33.57 20.73 
3 = a 24.67 
Mittel — 1.26 26.10 22.68 
Roter Muskel 1 — 2.22 ooo 9.00 
2 aS = 2.19 
Mittel — 2.22 3.00 5.59 
Leber — 6.59 17.14 27.97 
2 — 9.41 26.35 47.22 
3 = a 32.37 
Mittel —8.0 21.74 35.85 
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aeroben und anaeroben Bedingungen stark angegriffen. Aber die 
Milchsaurebildungsgeschwindigkeit im Tumorgewebe ist mit 
Dioxyaceton langsamer als mit Glukose, dagegen ist sie im Muskel- 
gewebe fast dieselbe wie mit Hexosediphosphat und in der Leber 
grosser als mit Fruktose. Daher ist die Behauptung gegeben, dass 
im Muskel und in der Leber Dioxyaceton ein intermediires Spalt- 
produkt ist. 

Betreffs des Methylglyoxals ist schon allgemein anerkannt, 
dass diese Substanz als unmittelbare Vorstufe fiir die Milchsiure 
beim anaeroben Zuckerabbau auftritt. Auch meine Unter- 
suchungen, (Tabelle XI), sprechen dafiir. 

Zusammenfassend sei erwaihnt, dass die Tumor- und Muskel- 
gewebe auffallende Unterschiede im Glukose- und Hexosephosphat- 
abbau zeigen, dass diese aber im Trioseabbau keine nennenswerten 
sind. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Geschwindigkeit der Glukose-Spaltung durch unser 
Kaninchensarkom ist anaerob wie aerob sehr gross, weshalb es sich 
hier um eine bosartige Geschwulst handelt; beim Mausekrebs aber 
ist sie anaerob gross, aber aerob sehr verkleinert, zeigt also vielmehr 
die Natur einer gutartigen Geschwulst. 

2. Die Glukosespaltung durch das Kaninchensarkom, den 
Mausekrebs, das Zwerchfell (Maus) und die Hirnrinde (Meer- 
schweinchen) ist sehr gross, aber der Candiolin-Abbau durch diese 
Gewebe ist nur sehr gering. Im Gegensatz hierzu spalten die rote 
Muskulatur (Kaninchen) und die Leber (Maus) Candiolin besser 
als Glukose. 

3. Das Koferment-T aus unserem Kaninchensarkom aktiviert 
den Glukose-Abbau des Kaninchensarkoms, des Zwerchfells und der 
Niere, aber nicht den der roten Muskulatur und der Leber. 

4. Die Hexokinase aus Hefe aktiviert den Glukose-Abbau der 
roten Muskulatur, aber hat keinen Einfluss auf den des Tumor- 
cewebes. 

5. Der Nebennierenrinden-Extrakt vermag das Koferment 
der roten Muskulatur zu ersetzen; also aktiviert er den Zucker- 
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abbau der roten Muskulatur, nicht aber den des Tumorgewebes. 

6. Im Rotemuskelgewebe sind Phosphatese ebenso wie Phos- 

phatase in grossen Mengen vorhanden. Im Tumorgewebe ist fast 
gar keine Phosphatese vorhanden, dagegen eine grosse Menge 
Phosphatase. 
7. Die Oxydation des Candiolins durch den Muskel ist von 
starker H»-Aktivierung begleitet, dagegen entsteht im Falle der 
Glukose-Oxydation durch das Tumorgewebe fast gar keine Ho- 
Aktivierung. 

8. Die Spaltunesgeschwindigkeit der Triose ist bei Methyl-. 
elyoxal am groéssten, danach folet in der Reihe das Dioxyaceton, 
und am geringsten ist die des Glycerinaldehyds. 

Herrn Prof. Dr. K. Kodama bin ich ftir die giitige Leitung 
und die Durchsicht meines Manuskriptes, Herrn Prof. Dr. R. 
Kaneko fiir sein fdrderndes Interesse zu herzlichem Dank 
verpflichtet. Herr Dr. T. Omori hat mich bei der Untersuchung 
in wirksamer Weise untersttitzt; auch ihm spreche ich meinen 
besten Dank aus. 
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UBER DIE STERINE DES REISEMBRYOS. (1) 
VON 
KEIZO TANAKA, 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 
(Eingegangen am 29. Marz 1933.) 


Im Pflanzenreich kommen viele verschiedene Sterine vor, wie 
Sitosterin (1918, 1926), Stigmasterin (1906, 1907), Ergosterin (Pro- 
vitamin D) (1908, 1911, 1923), Zymosterin (1928, 1929), Neosterin, 
Facosterin, Ascosterin (1929) und Vitamin D. 

Was nun die Sterine im Reisembryo anbetrifft, so haben diese 
schon frtiher mehrere Autoren, wie Weinhagen (1917), Taka- 
hashi (1919), und Hirai (1924) untersucht und gefunden, dass 
sie hauptsachlich aus Sitosterin nach Burian (1897) bestehen. 
Weinhagen hat in Reiskleie ein Sitosterin, dessen Schmelzpunkt 
131-133°C und [a]? = —24.62° ist, und einen gesattigten Kohlen- 
wasserstoff (Ce7H4s), dessen Schmelzpunkt 79.5-80.5°C _ ist, 
gefunden. Nach Takahashi soll dieses Phytosterin, Schmelzpunkt 
136°C und [a]® = —25.12°, sein, und nach Hirai sollen zwei 
Sterine im Reisembryo vorkommen, von denen das eine den 
Schmelzpunkt 137°C und [a]$= —23.5° und das andere den 
Schmelzpunkt 144°C und [a]}= —20.6° hat. 

Neuerdings haben Anderson (1924,1925) und Bonstedt 
(1928) bewiesen, dass im Sitosterin aus den Endospermen von 
Mais, Weizenkeimlingen und verschiedenen Gramineen ein etwas 
rechtsdrehendes Dihydrositosterin beigemengt vorhanden ist. Wie 
oben erwihnt, haben Wieland und Asano (1929) und MacLean 
(1928) aus Hefe verschiedene rechtsdrehende Phytosterine, wie 
Facosterin, Ascosterin und Zymosterin isoliert. 

Es scheint daher méglich zu sein, dass auch im Steringemisch 
aus dem Reisembryo irgendein rechtsdrehendes Sterin beigemengt 
vorhanden ist. So wurde aus dem Steringemisch des Reisembryos 
durch fraktionierte Kristallisation ein rechtsdrehendes Dihydro- 
sitosterin 0.35 g gewonnen, welches bei 145°C schmilzt und 


483 


484 K. Tanaka: 


[a]®? = +25.0° hat. Sein Acetat schmilzt bei 140°C und hat 
[a]> = +12.8°. Dies stimmt mit Anderson und Nabenhauer 
(1925) tiberein. 

Nach Anderson (1926) sollen 3 Arten von Sitosterin vor- 
kommen, welche er ais a-, /- und y-Sitosterin unterschieden hat, 
von denen a-Sitosterin mit dem Para-Sitosterin nach Burian 
(1897) identisch ist. Die Unterschiede sollen nach Anderson auf 
der Isomerie des asymmetrischen Kohlenstoffatoms im Sitosterin- 
molekiile beruhen. 

Um diese Isomere im Reisembryo zu isolieren, wurde zuerst 
das Steringemisch nach der Methode von Windaus und Hauth 
(1906) in Acetatbromide tibergefiihrt, in die in Methylalkohol 
leichtloslichen und schwerloslichen Teile getrennt, und aus den 
letzteren das Stigmasterinacetattetrabromid beseitigt. Bei der 
Bromierung habe ich deutlich die tiefgriine Farbe der Tortelli- 
Jaffeschen Reaktion, herriihrend von dem Ergosterin als Pro- 
vitamin D, bemerkt. Dieses Acetatbromid wurde mit Zinkstaub 
in Hisessig debromiert, das dadurech erhaltene Sitosterinacetat 
fraktionierter Kristallisation in Alkohol unterworfen, und jede 
Fraktion aus Alkohol mehrmals (etwa 30 mal) umkristallisiert, bis 
die optische Drehung und der Schmelzpunkt konstant blieben. Man 
erhielt so ein y-Sitosterinacetat, das bei 142-143° schmilzt und 
[a] = —46.09° hat. Durch Verseifung dieses Acetates wurde 
y-Sitosterin erhalten, das bei 144°-145°C schmilzt und [alp} = 
—42.8° hat. Durch Hydrierung des y-Sitosterinacetates wurde das 
Dihydro-y-Sitosterinacetat gewonnen, das bei 143-144°C schmilzt 
und [a]> = +9.97° hat, und durch Verseifung wurde ein Isomer 
des nattirichen Dihydrositosterins, Dihydro-y-Sitosterin gewonnen, 
das bei 143-144°C schmilzt und [a]? = +18.89° hat. Das in 
Methylalkohol leichter losliche Acetatbromid wurde debromiert. 
Weiter wurde durch fraktionierte Kristallisation aus Alkvohol ein 
isomeres f-Sitosterinacetat erhalten, das bei 127-128°C schmilzt 
und [a]i} = —39.0° hat. Aus diesem Acetat wurde Dihydro-f- 
Sitosterinacetat, /-Sitosterin und Dihydro-f-Sitosterin gewonnen. 
Leider konnte ein mit dem natiirlichen identisches Dihydrositosterin 
weder aus y-Sitosterin noch aus /-Sitosterin hergestellt werden. 
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Was die Zahl der Kohlenstoffatome im Molekiile des Sitosterins, 
Stigmasterins und anderer Sterine anbetrifft, so haben sich auf 
Grund der Untersuchungen von Sandqvist und Bengston 
(1930-1931) und Windaus u. seinen Mitarbeitern (1932) die 
Formeln Co;H4s0 fiir Sitosterin (1897, 1926) und Czg9H500 fiir 
Stigmasterin (1924) nicht eingebiirgert, sondern es hat sich 
herausgestellt, dass die Formeln CooH; 90 fiir Sitosterin und 
CzooH4sO0 fiir Stigmasterin am besten passen. 

Der Analysenwert von Sitosterinacetat und Dihydrosito- 
sterinacetat aus Reisembryonen stimmt am besten mit der neuen 
Formel CooHs00 des Sitosterins nach Sandqvist und Windaus 
tiberein. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


50 kg gereinigte Reisembryonen wurden mit der 4-fachen 
Menge von 90% igem Alkohol extrahiert, und das von Alkohol 
befreite, dunkelgriinlich-braune Ol (¢a. 5kg) wurde nach der 
Methode von Takahashi (1923) verseift und von Fettsauren wie 
Kalkseifen befreit. Der aus Atherextrakt gewonnene unverseifbare 
Anteil betrug insgesamt 250¢. Die Masse ist gelblich, riecht 
reizend und zeigt deutliche Liebermann-Burchardsche Reak- 
tion. Aus Methylalkohol wurde die unverseifbare Substanz in eine 
kristallisierte und eine syrupése nicht kristallisierte Fraktion 
geteilt, von denen die letztere zu anderen Zwecken vor Sonnenlicht 
geschiitzt aufbewahrt wurde. i 

Die aus Methylalkohol kristallisierte Fraktion betrug 85 g und 
zeigte die Liebermann-Burchardsche Reaktion, und zwar erst 
hellrot - violet, dann blauviolett - blau, endlich dunkelgriin. Der 
Kristall gibt auch die Salkowskische Reaktion mit griiner 
Fluorescenz und die Tortelli-Jaffesche Reaktion(1915). Mit 
dem Kristall kann auch die Rosenheimsche Reaktion (1929) 
gezeigt werden, und zwar mit Chloralhydrat erst karminrot, dann 
eriin und schliesslich mit blauem Ton. Bei der Trichlores- 
sigsiurereaktion tritt erst eine rosarote, dann eine blaue Farbe auf, 
und bei der Antimontrichloridreaktion erst eine purpurrote, dann 
eine hellblaue Farbe. Durch die Farbenreaktion wird wahrschein- 
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lich gemacht, dass im Steringemisch Sterine der Cholesterinreihe 
und der Ergosterinreihe enthalten sind. 

Das Steringemisch wurde also in absolutem Alkohol gelost, der 
fraktionierten Kristallisation unterworfen und nach der Loslich- 
keit in 6 Tcile getrennt. Der Schmelzpunkt und die Drehung jeder 
Fraktion sind in der folgenden Tabelle I zusammengefasst. 


TABELLE I, 

Menge von Alkohol ‘ [ox]? Konzeatration 

aNiess (eem) bei der Kris- mee Fe Shiorotern der Drehung. ° 
tall. abgeschieden (%) 
il 2000 95-98 —16.50 2.0 
2 1800 110-112 -19.70 3.0 
3 1500 137-138 —26.50 2.0 
4 1000 145-146 —23.70 1.5 
5 400 147 -28.10 1.5 
6 100 141-142 -26.90 2.0 


1. Mylicylalkohol. 


Die Fraktionen 1 und 2 wurden vereinigt und mit absolutem 
Alkohol mehrmals (20-25 mal) umkristallisiert, bis die Farbenreak- 
tionen nach Salkowski, und Liebermann-Burchard nicht 
mehr auftraten, und die Losung gelatinds wurde. Aus Essigather 
wurde ein haardiinner Nadelkristall abgeschieden, der bei 86—87°C 
schmilzt und keine optische Aktivitat besitzt. Die Ausbeute betrug 
4.0 g. 

Analyse: 
4.571, 4.542 mg Substanz ergaben 13.825, 13.730 mg COs und 
5.740, 5.800 mg H20. 
CsoHe20 ber. C 82.10% H 14.24% 
gef. ,, 82.48, 82.45% ,, 14.08, 14.29% 
Das Acetat schmilzt bei 71-72°C. 
Analyse: 
4.911 mg Substanz ergaben 14.555 mg COz u. 5.920 mg H20. 
Cs2H6s0 ber. C 80.21% H 13.48% 
gef. ,, 80.86% ,, 13.49% 
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Das Benzoat schmilzt bei 70°C. 
Nach allen seinen Higenschaften und der Analyse ist der 
Kristall ein Mylicylalkohol. 


2. Dihydrositosterin. 

80 g Steringemisch, aus dem der Mylicylalkohol ganz entfernt 
war, wurden aus soviel absolutem Alkohol umkristallisiert, dass 
der Kristall bei Siedetemperatur eben in Lésung blieb. Diese 
Behandlung wurde wiederholt, und dabei wurde bemerkt, dass der 
Schmelzpunkt des Kristalls desto mehr gesteigert wird, und dass 
seine optische Drehung desto mehr von links nach rechts tibergeht, 
je mehr Umkristallisationen ausgefiihrt werden, wie in der Tabelle 
II angegeben ist. 


TABELLE II, 

Anzahl der Menge Schmelzpt. Loe]: BO aa 
Kristallisationen (g) (C) in Chloroform Drehune @.) 

15 12.3 139-140 — 29.30 2.0 

20 5.1 140-141 — 26.30 2.0 

25 2.5 141-142 —15.60 2.5 

35 0.9 143 + 3.8 2.0 

40 0.6 144 rl ge) 3.0 

i 


Dadurch wurde wahrscheinlich gemacht, dass im Steringemisch 
ein rechtsdrehendes Sterin beigemengt ist. Somit wurde seine 
Trennung nach der Methode von Anderson und Nabenhauer 
(1925) ausgefiihrt. 

0.6¢@ Substanz ([a]P = +11.9° und Schmelzpunkt 144°C) 
wurden in Tetrachlorkohlenstoffldsung mit Essigsdureanhydrid und 
Schwefelsiure acetyliert, und der von Tetrachlorkohlenstoff be- 
freite Riickstand wurde mit alkoholischem Kali verseift. Die 
dadurch ausgeiitherte Masse wurde aus Alkohol wiederholt um- 
kristallisiert. Dabei erhielt man einen Kristall in schonen, grossen, 
seidiggliinzenden Blattchen, der bei 145°C schmilzt. Die Ausbeute 


betrug 0.35 ¢. 
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Spezifische Drehung: [a]7? = +25.0° (0.2 g in 10 cem Chloroform, 
[a] = +0.5°, 1 dm). 
Er zeigte keine Farbenreaktionen nach Salkowski, Lieber- 
mann-Burehard und Tortelli-Jaffe. Die in der Luft getrock- 
nete Substanz (0.106 ¢@) verlor beim Trocknen im Vakuum tber 
Phosphorpentachlorid bei 105°C 0.0045 g an Gewicht, d. h. 4.245%. 
fiir CopHs20 + H2O0 ber. H2O0 4.147% 

POEs oy) wade 

Analyse: 
5.109, 5.130, 5.0838 mg Substanz ergaben 15.015, 15.120, 
14.815 mg CO» und 5.540, 5.750, 5.620 mg H20. 
CooHs20 + H20 ber. C 80.18% H 12.45% 
gef. ,, 80.15, 80,38, 80.20% 
H 12.14, 12.54, 12.48% 

Ein Teil der Substanz wurde in tblicher Weise mit Essigsaure- 
anhydrid acetyliert. Das Acetat kristallisiert in seidigglanzenden 
sechsseitigen Blattchen. Es schmilzt bei 140°C. 

Spezifische Drehung: [a]= +12.3(0.2 ¢ in 10 cem Chloroform, 
[a]= +0.246, 1dm). 
Analyse: 
4.715, 4.831 mg Substanz ergaben 13.970, 14.370 mg COs und 
4.970, 5.060 mg H2O 
Cs3iHs402 ber. C 81.12% H11.89% 
gef. .,° 81.00) 81h 16% |, 1hs21 72%, 

Das ubrige vereinigte Steringemisch, aus welchem Mylicylal- 
kohol und Dihydrositosterin entfernt worden waren, wurde in der 
tblichen Weise mit Essigsaureanhydrid acetyliert. Diese Acetate 
wurden nach ihrer Loslichkeit in absolutem Alkohol in 5 Frak- 
tionen geteilt und aus Alkohol mehrmals umkristallisiert, wie in 
der Tabelle III angegeben ist. 

Die erste Fraktion, ca 4.2 g, vom Schmelzpunkt 135-136°C und 
[a] = —40.10, wurde wieder nach der Léslichkeit in 4 Fraktionen 
geteilt und aus Alkohol mehrmals umkristallisiert, wie aus der fol- 
genden Tabelle zu ersehen ist. 
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TABELLE III. 


Wie Zahl der Schmelzpt. Loe}: Konzentration 
Umkristallisationen (C°) in Chloroform der Drehung 
(%) 
1 5 121-122 — 33.80 2.0 
2 10 126-127 — 38.10 2.0 
3 15 129-130 — 39.20 1.5 
4 20 133-134 — 39.80 2.0 
5 25 135-136 — 40.10 2.0 
TABELLE IV. 
Nr Zahl der Schmelzpt. Loe]: Konzentration 
Umbkristallisationen C° in Chloroform der Drehung 
(%) 
1 10 138 — 41.90 3.0 
2 15 139 — 42.30 2.0 
3 20 140 — 42.50 2.0 
4 25 142 —44,10 2.0 


3. Stigmasterinacetattetrabromid. 


Die erste Fraktion, 1.5g, vom Schmelzpunkt 142°C und 
[a]® = —44.10, wurde in Ather nach der Methode von Windaus 
und Hauth (1.c.) bromiert, und aus der in Ather unldslichen 
Fraktion des Bromids wurde unter Umkristallisation aus einem 
Gemisech von Benzol und Ather ein Kristall in vierseitigen 
Blattchen erhalten, der bei 210-211°C schmilzt. Dieser ist hochst- 
wahrscheinlich Stigmasterinacetattetrabromid. Die Ausbeute betrug 
0.02 g. Die allmahliche Steigerung des Schmelzpunktes und der 
optischen Drehung des Acetates (Tabelle IV) bei der fraktionierten 
Umkristallisation diirfte wohl auf die Beimengung dieses Stig- 
masterinacetates zurtickzuftihren sein. 


4, Sitosterin. 
Das in den Tabellen III und IV angegebene gesamte Sterin- 


acetat wurde in Ather mit Bromeisessiggemisch bromiert. Das 
Reaktionsgemisch wurde mit Methylalkohol versetzt. Beim Erkal- 
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ten schied sich ein Nadelkristall ab. Das Filtrat wurde zur 
Isolierung von /-Sitosterinacetat benutzt. Bei der Bromierung 
wurde die Lésung erst gelblich griin, hellgriin und dann allmahlich 
dunkelgriin. Dies scheint mir wohl auf der Tortelli-Jaffeschen 
Reaktion fiir Ergosterin zu beruhen. Diese Farbenreaktion bei 
der Bromierung trat in der in Alkohol leichtléslichen Fraktion 
stiirker auf. Das weist darauf hin, dass das Ergosterin haupt- 
sichlich der in Alkohol leichtloslichen Fraktion beigemengt ist. 
Die Ausbeute an dem ausgeschiedenen Nadelkristall betrug 9.2 g. 
Dieses Bromid wurde in Ather gelost, und das aus der in Ather 
unléslichen Fraktion erhaltene Bromid aus dem Gemisch von 
Benzol und Ather umkristallisiert ; es kristallisiert in Blaéttchen und 
schmilzt bei 210°C. Dies ist hdchstwahrscheinlich Stigmasterin- 
acetattetrabromid. Die davon befreite atherische Losung wurde 
mit Hisessig gefallt. Die Fallung wurde in Hisessig mit Zinkstaub 
debromiert, und der nicht debromierbare Anteil, der wahrschein- 
lich a-Sitosterinacetatdibromid ist, wurde nach seiner Loslichkeit 
in Hisessig getrennt. 

y-Sitosterinacetat. 

Das debromierte Sterinacetat wurde aus Alkohol 30mal 
unkristallisiert. Die ersten 5 Mutterlaugen lieferten Fraktion I 
und die der 6. bis 10. Kristallisation Fraktion II, was in folgender 
Tabelle gezeigt wird: 


TABELLE V. 


Schmelzpt. oe]: Rone ey 
| (C°) in Chloroform a eNOS. 
| (%) 

I | 130 — 40.10 3.0 
al | 135-143 —41.20 2.0 
Anzahl der Um- | 
kristallisationen | 
15 140-141 — 43.80 2.0 
30 142-148 } —46.09 2. 


Die Fraktion II wurde noch 15-30mal aus Alkohol umkristal- 
lisiert, wodurch der Schmelzpunkt, der dem von y-Sitosterinacetat 
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entspricht, konstant blieb. Die Substanz ist ganz schwer loslich 


in Methyl- und Athylalkohol, aber sehr leicht léslich in Chloroform 
und Ather. Die Ausbeute betrug 0.38¢. Sie kristallisiert in 
schonen, feinen Tafeln und schmilzt bei 142-143°C. 
Spezifische Drehung: [a]? = —46.09° (0.2g in 10cem Chloro- 
form, [a] = —0.9218°, 1 dm) 


Analyse: 
4.525, 4.729 mg Substanz ergaben 13.510, 13.485 mg COs und 
4.620, 4.560 mg H.O 
Cs3i1Hs5202 ber. C 81.50% H 11.48% 
Ser. ,,) 649, S165%-s. 143) 33% 
f-Sitosterinacetat. 

Das von dem kristallisierten Bromid befreite Filtrat wurde 
mit Zinkstaub und Hisessig debromiert; das dadurch erhaltene 
Sterinacetat betrug 5.0g. Aus diesem wurde bei mehrmaliger 
Unmkristallisation ein Tafelkristall erhalten, der bei 127-128°C 
schmilzt. Er ist in Alkohol viel leichter loslch als das y-Sitosterin- 
acetat. 

Spezifische Drehung: [a] = —39.0° (0.25 ¢ in 10cem Chloro- 
form, [a] = —0.975°, 1 dm). 

Der optische Drehungsgrad ist viel niedriger, und besonders 
der Schmelzpunkt liegt viel tiefer bei $-Sitosterinacetat als bei y- 
Sitosterinacetat. 

Analyse: 
4,938, 4.643 mg Substanz ergaben 14.730, 13.850 mg CO». und 
4.950, 4,720 mg H2O 
C31H5202 ber. C 81.50% H 11.48% 
ety... 931.60; —8i57 Go, 10.25, 11.41% 
Dihydro-y-Sitosterinacetat. 

0.15 g y-Sitosterinacetat vom Schmelzpunkt 142-143°C wurde 
in Hisessig mit Platinoxyd und Wasserstoff hydriert ; der dadurch 
erhaltene grosse, seidigglinzende Tafelkristall schmilzt bei 143- 
144°C. Dieser entspricht in allen Eigenschaften dem Dihydro-y- 
Sitosterinacetat. Er ist am schwersten léslich in Alkohol. Er zeigt 
keine Farbenreaktionen nach Salkowski und Liebermann- 
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Burchard. 
Spezifische Drehung: [a]$ = +9.7° (0.1g in 10 ccm Chloro- 
form, [a] = +0.097°, 1dm). 
Analyse: 
4.695, 4.917 mg Substanz ergaben 13.970, 14.590 mg COs und 
4.910, 5.170 mg H.O 
C31Hss02 ber. C 81.12% bo hea Migs 7 
vel oh 18 SL 06Co eld Omit oua 
Dihydro-f-Sitosterinacetat. 

0.15 g 6-Sitosterinacetat vom Schmelzpunkt 127-128°C wurde 
mit Platinoxyd und Wasserstoff hydriert; der aus dem Reaktions- 
gemisch erhaltene grosse Tafelkristall schmilzt bei 137—138°C. 
Diese Reduktion des /-Sitosterinacetates war viel schwieriger und 
ging langsamer vor sich als die des y-Sitosterinacetates, und man 
musste unter wiederholter Behandlung mit Wasserstoff und 
frischem Katalysator hydrieren. 

Spezifische Drehung: [a] = +13.57° (0.12 in 10 cem Chloro- 
form, [a] = +0.1857°, 1dm). 

Der Schmelzpunkt von Dihydro-f-Sitosterinacetat liegt tiefer, 
aber der Drehungsgrad ist hoher als bei Dihydro-y-Sitosterinacetat. 

Analyse: 
4.666. 5.100 mg Substanz ergaben 13.850, 15.130 me COs und 
4.780, 5.360 mg H2O 
Cs3iHss02 ber. C 81.12% H 11.89% 
gef> ,, 81:00, 80.94%, VLUGss Leg. 
y-Sitosterin, 

0.2g¢ y-Sitosterinacetat wurden in iiblicher Weise mit Kali 
verseift; der dadurch gewonnene, aus Alkohol wmkristallisierte 
Tafelkristall schmilzt bei 144-145°C. Er gab die Reaktionen nach 
Salkowski und Liebermann-Burchard, aber keine Tortelli- 
Jaffesche Reaktion. Die in der Luft bis zur Gewichtskonstantheit 
getrocknete Substanz hat ein Mol Kristallwasser. 

0.125 g Substanz verloren im Vakuum iiber Phosphorpenta- 

chlorid bei 105°C 0.0052 g. 


Fur Co9Hs00 +H.O ber. 4.166% 
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gef. 4.160% 
Spezifische Drehung: [a] = —42.8° (0.15 g in 10 cem Chloro- 
form, [a]= —0.642°, 1 dm). 
Analyse: 
4.922, 4.714 mg Substanz ergaben 15.170, 14.535 mg CO». und 
5.260, 4.93 mg HO 
Co9H590 ber. C 83.98% H 12.16% 
gef. ,, 84.05, 84.09% ,, 11.98, 11.72% 
b-Sitosterin. 

0.25 g f-Sitosterinacetat wurden mit alkoholischem Kali ver- 
seift; aus dem Verseifungsgemisch wurde das /-Sitosterin in Tafel- 
kristallen erhalten. Es schmilzt bei 139-140°C. 

Spezifische Drehung: [a]? = —37.7° (0.2¢ in 10cem Chloro- 
form, [a] = —0.754° 1 dm). 
Analyse: 
5.003, 4.471 mg Substanz ergaben 15.440, 13.785 mg CO, und 
5.410, 4.790 mg H2O 
CopHs00 ber. C 83.98% H 12.16% 
get, , 84.02, 84.09% ;, 12.10, 11:99% 
Dihydro-y-Sitosterin. 

0.15¢ y-Sitosterin wurde in Hisessig mit Platimoxyd und 
Wasserstoff hydriert, und aus dem Reaktionsgemisch Dihydro-y- 
Sitosterin in grossen seidigeglanzenden Tafeln erhalten. Es schmilzt 
bei 143-144°C. Es zeigte keine Farbenreaktionen nach Salkowski 
und Liebermann-Burchard. 

Spezifische Drehung: [¢]} = +18.89° (0.1 g in 10 ccm Chloro- 
form,/ | a] =, +1.889°, 1dm). 
Analyse: 
4.813, 5.118 mg. Substanz ergaben 14.205, 15.140 mg CO» und 
5.380, 5.720 mg H20 
Cop9Hs20 ber. C 80.18% H 12.45% 
gef. ,, 80.47, 80.69% ,, 12.51, 12.51% 
Dihydro-B-Sitosterin. 

0.12¢ B-Sitosterin wurde in Hisessig mit Platinoxyd und 

Wasserstoff hydriert, und aus dem Reaktionsgemisch ein grosser 
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Tafelkristall erhalten, der bei 189-140°C schmilzt. 
Spezifische Drehung: [a] = +24.0° (0.1g¢ in Chloroform, 
[a] = +0.24, 1dm). 
Der Schmelzpunkt von Dihydro-f-Sitosterin liegt tiefer, aber 
der Drehungsgrad ist hdher als bei Dihydro-y-Sitosterin. 
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